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RESUME
Avec plus de 360 espèces, Verbascum L. est le deuxième genre le plus riche de la famille des 
Scrophulariaceae. Les espèces de ce genre typique des régions steppiques sont majoritairement réparties 
autour du basin méditerranéen et plus particulièrement en Turquie où l’on compte 234 espèces dont 80% 
sont endémiques. Ce genre présente un grand degré de diversité morphologique et le phénomène 
d’hybridation naturelle très commun entre ses différentes espèces, peut être considérer comme une source 
de complexité taxonomique. 
Afin d’étudier les relations phylogénétiques au sein de ce genre, des analyses phylogénétiques en
parcimonie et inférence bayésienne ont été réalisées en utilisant quatre marqueurs chloroplastiques trnL-
trnF, trnS-trnG, matK et trnH-psbA et un marqueur nucléaire ITS. Nos analyses ont permis de confirmer
la monophylie du genre ainsi que l’inclusion des espèces ne possédant que quatre étamines anciennement 
regroupées dans le genre Celsia L. et de résoudre quelques liens de parenté entre les espèces. Une matrice 
des caractères morphologiques classiquement utilisés en taxonomie du genre a aussi été élaborée et 
confrontée aux phylogénies moléculaires. La majorité des caractères testés se sont avérés avoir subis 
plusieurs changements répétés et indépendants au cours de l’évolution, ce qui explique la complexité 
d’élaborer une classification naturelle du genre.  
L’homoplasie des caractères morphologiques observée peut être expliquée par l’évolution 
réticulée, aussi suggérée par les cas d’incongruence observés entre les topologies issues des données 
chloroplastiques et nucléaire. Nos analyses ont mis en évidence des cas d’hybridation récents mais aussi 
plus anciens avec introgression entre les espèces du genre Verbascum. L’évolution réticulée observée 
chez ce genre semble avoir joué un rôle majeur dans la formation de ses espèces. Ce patron d’évolution, 
comme réponse adaptative à un environnement particulier, suggère une origine récente du genre 
Verbascum L. 
Mots clés: Scrophulariaceae, ADN chloroplastique et nucléaire, hybridation, incongruence, systématique. 
ABSTRACT 
With more than 360 species, Verbascum is the second most specific-rich genus in 
Scrophulariaceae family. Species from this typical genus of steppic and Mediterranean vegetations are 
distributed around Mediterranean Sea and more particularly in Turkey, where 234 species are listed with 
80% being endemic. This genus displays a high degree of morphological diversity and natural 
hybridization which is very common in this genus can be considered as a source of taxonomic 
complexity.  
In order to study phylogenetic within this genus maximum parsimony and Bayesian analyses were 
performed using four molecular markers from the chloroplast (trnL-trnF, trnS-trnG, matK and trnH-
psbA) and one marker from the nucleus (ITS). Our analyses have permitted to confirm the monophyly of 
the genus and its synonymy with genus Celsia L. and also to resolve some phylogenetic relationships 
between species. A matrix with morphological characters traditionally used in Verbascum taxonomy was 
built and confronted to molecular phylogenies. The majority of these characters have shown to have 
undergone several independent and repeated changes, which explain the complexity to construct a natural 
classification of the genus.  
Such homoplasy of morphological characters can be explained by reticulate evolution in the 
genus, which is also suggested by incongruence found between topologies inferred by plastid and nuclear 
DNA data. The observed incongruence between both datasets have permitted to highlight cases of recent 
hybridization among Verbascum species but also more ancient hybridization with introgression were 
detected. Reticulate evolution observed in this genus seems to have played an important role in formation 
of its species. Such evolutionary pattern, as an adaptive response to a particular environment, suggests a 
recent origin of Verbascum L..  
Key words: Scrophulariaceae, plastid and nuclear DNA, hybridization, incongruence, systematics.
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I. Introduction générale 
A. Cadre de l’étude 
Les relations phylogénétiques entre les organismes étant de mieux en mieux connues à 
l’heure actuelle, une classification phylogénétique des Angiospermes au niveau supra-familial a 
été proposée par  Backlund et Bremer (APG, 1998). Cette classification a été réactualisée à 2 
nouvelles reprises, en prenant en compte les nouveaux résultats des analyses phylogénétiques 
consécutives (APG II, 2003 et APG III, 2009). Un nouveau système de classification des 
Embryophytes (classe des Equisetopsida) compatible avec APG III a alors été proposé par Chase 
et Reveal (2009). Ces classifications, qui constituent un outil de référence pour les botanistes, se 
basent sur les précédents systèmes de classification (Wettstein, 1891; Dahlgren, 1980 ; Cronquist, 
1981 ; Thorne, 1976 ; Takhtajan, 1997) mais intègrent les résultats des analyses phylogénétiques 
issues des données principalement moléculaires, avec pour objectif de prendre en compte la 
monophylie des groupes. Les principaux objectifs initiaux de ce système de classification sont i) 
que les taxons restent facilement identifiables, ii) que les groupes bien établis dans la littérature 
soient conservés, iii) que la taille du groupe soit prise en compte et iv) que les changements de 
nomenclature soient minimisés (APG III, 2009). Néanmoins, ces principes ne peuvent pas 
toujours être respectés, comme par exemple pour la famille des Liliaceae qui comptait plusieurs 
centaines de genres dans la classification de Cronquist (1981) mais qui est réduite à une dizaine 
de genres dans la nouvelle classification, plus d’une vingtaine de sous-familles ayant été élevées 
au statut de famille.  
Dans la première version APG (1998), la possibilité était gardée pour les familles d’être 
placées dans une circonscription alternative alors que dans APG II, une seule circonscription est 
proposée en se basant sur celles acceptées dans la littérature ainsi que par les taxonomistes. Dans 
APG III, les familles mono ou oligo-génériques ont été combinées afin de favoriser les 
circonscriptions les plus larges. Alors que Cronquist (1981) reconnaissait 321 familles et 64 
ordres, Thorne (1976) 440 familles et 69 ordres et Takhtajan (1997) 589 familles et 232 ordres, 
seulement 462 familles et 40 ordres sont reconnus dans APG II, permettant ainsi de conserver la 
structure de base de la classification des Angiospermes. Dans APG III, 15 nouveaux ordres et 12 
nouvelles familles sont ajoutés avec une inclusion de genre et familles non positionnés à 
l’intérieur des ordres. Ainsi, la famille des Scrophulariaceae, famille à laquelle appartient le genre 
Verbascum L., a été remaniée dans les classifications APG successives.  
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B. La désintégration des Scrophulariaceae 
Le genre Verbascum L. appartient à la famille des Scrophulariaceae Jussieu (1789). Cette 
famille est la cinquième de l’ordre des Lamiales Bromhead (1838) en termes de nombre 
d’espèces après les Lamiaceae, les Acanthaceae, les Gesneriaceae et les Orobanchaceae 
(Mabberley, 2008). Bien que cet ordre soit monophylétique (Savolainen et al., 2000 ; Bremer et 
al., 2002), les relations entre les familles qui le composent ainsi que leurs limites sont toujours 
imprécises. En effet, une série d’études récentes basées sur des données moléculaires et 
morphologiques a conduit à un certain nombre de remaniements et à l’identification de nouveaux 
groupes taxonomiques au sein de l’ordre des Lamiales (Judd et Olmstead, 2004 ; Wortley et al., 
2005 ; Müller et al., 2006 ; Tank et al. 2006 ; Olmstead et al. 2001, 2009).  
L’analyse moléculaire réalisée par Olmstead et Reeves (1995) utilisant les marqueurs 
chloroplastiques  ndhF et rbcL a permis de mettre en évidence la polyphylie des Scrophulariaceae 
sensu lato (s. l.), dont la circonscription traditionnelle a donc été abandonnée (Oxelmann et al., 
2005). La désintégration de cette famille a bouleversé la classification à l’intérieur de l’ordre des 
Lamiales ; une nouvelle circonscription pour la famille des Scrophulariaceae sensu stricto (s. s.) 
et des Plantaginaceae a alors émergé et de nouvelles familles ont été délimitées (Tank et al., 
2006). 
Nous donnons dans le tableau ci-dessous (Tab. 1), le nombre de genres et d’espèces, les 
aires de répartition, ainsi que les principaux remaniements ayant résulté des analyses 
phylogénétiques associées et pris en compte pour les différentes familles incluses dans cet ordre 
par les différents systèmes APG de classification des Angiospermes (APG, 1998 ; APG II, 2003 ; 
APG III, 2009). 
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Tableau 1 : Principaux changements dans la classification des Scrophulariaceae s. l. 
APG	(1998)	 APG	II	(2003)	 APG	III	(2009)	
Principaux	changements	
Nb	genres/	espèces	
(Mabberley,	2008)	
Aire	de	répartition	
jaune	(Stevens,	2001)	
	rouge	(Heywood	et	al.,	2007)	
Acanthaceae	Juss.	
(1789)
nom	conservé,	
nouvelle	
circonscription	
nom	conservé,	
nouvelle	
circonscription	
-	inclusion	de	la	sous-famille	des	Nelsonioideae,	avant	placée	dans	
les	Scrophulariaceae	s	.l.	(Hedrén	et	al.,	1995)	
-	inclusion	du	genre	Avicennia	(Schwarzbach	et	McDade,	2002)	
avant	placé	dans	Verbenaceae	ou	Avicenniaceae		
-	exclusion	du	genre	Thomandersia	(Wortley	et	al.,	2007)
212/3175	
Avicenniaceae	Miq.	
(1845)	
=	Acanthaceae	
Juss.	(1789)	
=	Acanthaceae	
Juss.	(1789)	
-	Avicennia	placé	avant	dans	Verbenaceae	puis	dans	sa	propre	
famille	puis	destruction	de	la	famille	et	intégration	du	genre	
Avicennia	dans	la	sous-famille	des	Avicennioideae/Acanthaceae	
(Schwarzbach	et	McDade,	2002	;	McDade	et	al.,	2008)
1/8	
Bignoniaceae	Juss.	
(1789)	
nom	conservé	 nom	conservé	 -	exclusion	de	certains	genres	dont	Paulownia	(Spangler	et	
Olmstead,	1999)	
-	classification	:	7	tribus	identifiées	(Fischer	et	al.,	2004)	;	nouvelle	
classification	moléculaire	au	sein	de	la	famille	réalisée	par	
Olmstead	et	al.	(2009)		
82/810	
Buddlejaceae	K.	
Wilh.	(1910)	
=	Scrophulariaceae	
s.	s.	
=	Scrophulariaceae	
s.	s.	
-	genre	Buddleja	paraphylétique	(inclus	aussi	les	genres	Nicodemia,	
Emorya	et		Gomphostigma)		
-	famille	intégrée	dans	les	Scrophulariaceae	s.s.	(Oxelman	et	al.,	
1999)	
-	
Byblidaceae	
Domin	(1922)	
nom	conservé	 nom	conservé	 -	genre	Roridula	souvent	placé	avec	Byblis	au	sein	des	Rosales	
(Cronquist,	1981)	ou	Ericales	(Conran	et	Dowd,	1993)	ou	Byblidales	
(Takhtajan,	1997)	
-	exclusion	du	genre	Roridula	(Albert	et	al.,	1992	;	Conran	et	Dowd,	
1993)	(replacé	dans	la	famille	des	Roridulaceae/Ericales)	
-	inclusion	des	Byblidaceae	dans	les	Lamiales	(Conran,	1996)
1/6	
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Cyclocheilaceae	
Marais	(1981)	
	
=	Orobanchaceae	
Vent.	(1799)	
=	Orobanchaceae	
Vent.	(1799)	 -	inclusion	du	genre	Cyclocheilon	dans	les	Orobanchaceae	(Bremer	
et	al.,	2002)	
-	
	
-	
	
Calceolariaceae	
Olmstead	(2001)	
Calceolariaceae	
Olmstead	(2001)	
-	placée	avant	dans	les	Scrophulariaceae	s	.l.;	famille	définie	par	
Olmstead	et	al.	(2001)	
2/300	
	
	
	
-	
	
	
Carlemanniaceae	
Airy	Shaw	(1965)	
	
Carlemanniaceae	
Airy	Shaw	(1965)	
	
-	incluse	avant	dans	les	Caprifoliaceae/Dipsacales	
(Cronquist	,1981)	ou	Rubiales	(Takhtajan,	1997)	
-	placée	dans	les	Lamiales	(Savolainen	et	al.	2000	;	Bremer	et	al.,	
2001)	
2/5	
	
Gesneriaceae	Rich.	
&	Juss.	(1816)	
	
	
nom	conservé	
	
nom	conservé	
	 -	révisions	de	la	classification	au	sein	de	la	famille	par	de	nombreux	
auteurs	(cf.	Stevens,	2001)	
139/2900	
	
Lamiaceae	
Martinov	(1820)	
	
	
nom	conservé	
	
nom	conservé	
	
-	avant	proche	des	Boraginaceae	(Cronquist,	1981)	
-	nombreux	taxons	issus	de	la	famille	des	Verbenaceae	replacés	
dans	cette	famille,	7	sous-familles	identifiées	(Mabberley,	2008)	
238/6500	
	
Lentibulariaceae	
Rich.	(1808)	
	
	
nom	conservé	
	
nom	conservé	
	
	
-	famille	et	genres	monophylétiques	mais	relations	au	sein	des	
Lamiales	non	résolues,	le	groupe	dériverait	des	Plantaginaceae	
(Müller	et	al.,	2006)	
3/275	
	
-	 -	
Linderniaceae	
Borsch,	K.Müll.,	&	
eb.	Fisch	(2005)	
-	définie	avant	comme	la	tribu	des	Lindernieae/	Scrophulariaceae		
s.	l.,		famille	définie	par	Rahmanzadeh	et	al.	(2004)	
21/300	
	
9 
Myoporaceae	R.	Br.	
(1810)	
=	Scrophulariaceae	
s.	s.	
=	Scrophulariaceae	
s.	s.	 -	famille	intégrée	aux	Scrophulariaceae	s	.s.	(Olmstead	et	al.,	2001)	 -	
-	
Martyniaceae	
Horan.	(1847)	
Martyniaceae	
Horan.	(1847)	 -	avant	incluse	au	sein	des	Pedaliaceae	(Cronquist,	1981)	
-	famille	ré-établie	par	Albach	et	al.,	2001	
5/16	
Oleaceae	
Hoffmanns.	&	Link	
(1809)	
nom	conservé	 nom	conservé	 -	groupe	basal	au	sein	des	Lamiales	(Wagstaff	et	Olmstead,	1997	;	
Bremer	et	al.,	2002)	
-	phylogénie	au	sein	de	la	famille	réalisée	par	Wallander	and	Albert	
(2000),	avec	inclusion	des	genres	Dimetra	et	Nyctanthes	(avant	au	
sein	des	Verbenaceae)	
-	genre	Olea	polyphylétique	(Besnard	et	al.,	2009)
24/800	
Orobanchaceae	
Vent.	(1799)	
nom	conservé,	
nouvelle	
circonscription	
nom	conservé	 -	inclusion	du	genre	Cyclocheilon	(Bremer	et	al.,	2002)	
-	inclusion	de	taxons	hémiparasites	autrefois	dans	les	
Scrophulariaceae	s.	l.	(Bremer	et	al.,	2002)	et	du	genre	non	
parasite	Lindenbergia	(Young	et	al.,	1999)	
96/2100	
Paulowniaceae	
Nakai	(1949)	
nom	conservé	 nom	conservé	 -	Le	genre	Paulownia	a	fait	partie	des	Scrophulariaceae	s.	l.		puis	a	
été	placé	avec	Catalpa	dans	les	Bignoniaceae	(Armstrong,	1985)	
-	position	au	sein	des	Lamiales	non	résolue	(Tank	et		al.	2006	;	
Albach	et		al.	2009)
4/21	
Pedaliaceae	R.Br.	
(1810)	
nom	conservé	 nom	conservé	
-	exclusion	des	Martyniaceae	et	des	Trapellaceae	(Albach	et	al.,	
2001;	Bremer	et	al.,	2002)	
13/72	
Phrymaceae	
Schauer	(1847)	
nom	conservé,	
nouvelle	
circonscription	
nom	conservé	 -	famille	avant	incluse	dans	les	Verbenaceae	(Cronquist,	1981)	
-	exclusion	de	certains	genres	replacés	dans	Linderniaceae	
(Rahmanzadeh	et	al.,	2004)	
-	Famille	paraphylétique	(Xia	et	al.	2009	;	Albach	et	al.	2009)		
13/135	
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Plantaginaceae	
Juss.	(1789)	
	
nom	conservé,	
nouvelle	
circonscription	
=	Veronicaceae		
=	Scroph	II	(sensu	
Olmstead	and	
Reeves,	1995)	
nom	conservé	
	
-	nouvelle	circonscription	du	fait	de	la	polyphylie	des	
Scrophulariaceae	s	.l.	(Olmstead	et	Reeves,	1995	;	Tank	et	al.	2006)		
-	inclusion	des	Callitrichaceae,	Globulariaceae,	Hippuridaceae	et	
Trapellaceae	et	de	genres	issus	des	Scrophulariaceae	s.	l.	(APG,	
1998)	
-	exclusion	des	Linderniaceae	(Albach	et	al.,	2005)	
101/1900	
	
-	 Plocospermataceae	
Hutch.	(1973)		
	
nom	conservé	
	
-	famille	avant	placée	sans	ordre	au	sein	des	Euasterids	I	(APG,	
1998),	ou	dans	Gentianales	(Takhtajan,	1997).	
-	inclusion	au	sein	Lamiales,	groupe	basal	(Oxelman	et	al.,	1999	;	
Savolainen	et	al.,	2000)		
1/1	
	
	
Schlegeliaceae	
Reveal	(1996)	
	
nom	conservé	
	
nom	conservé	
	
-	famille	avant	incluse	dans	les	Bignoniaceae	(Takhtajan,	1997)	ou	
dans	les	Scrophulariaceae	s.	l.	(Armstrong,	1985)	
-	sa	position	isolée	au	sein	des	Lamiales	suggère	de	conserver	la	
famille	(Tank	et	al.,	2006)		
4/22	
	
Scrophulariaceae	
Juss.	(1789)	
	
nom	conservé,	
nouvelle	
circonscription	
=	Scrophulariaceae	
s.	str.	
nom	conservé	 -	nouvelle	circonscription	car	groupe	polyphylétique	(Olmstead	et	
Reeves,	1995)		
-	inclusion	des	Buddlejaceae	et	Myoporaceae	(APG,	1998)	
-	exclusion	des	Calceolariaceae,	Linderniaceae,	Paulowniaceae	et	
Schlegeliaceae	et	de	nombreux	genres	appartenant	aux	
Orobanchaceae,	Phrymaceae,	Plantaginaceae	et	Stilbaceae	(Tank	
et	al.	2006	;	Oxelmann	et	al.,	2005)	
54/1800	
	
Stilbaceae	Kunth	
(1831)	
	
nom	conservé	
	
nom	conservé	
	
-	avant	inclus	dans	les	Verbenaceae	(Cronquist,	1981)	
-	inclusion	des	genres	Retzia,	Nuxia,	Halleria,	Bowkeria,	Ixianthes,	
Anastrabe	et	Charadrophila.	(Wagstaff	et	Olmstead,	1997	;	
Oxelmann	et	al.	1999,	2005;	Backlund	et	al.,	2000;	Olmstead	et	al.	
2001).	Kornhall	(2004)	et	Oxelman	et	al.	(2005)	ont	clarifié	les	
limites	de	la	famille.	
12/41	
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Tetrachondraceae	
Wettst.	(1924)	
nom	conservé	 nom	conservé	 -	genre	Tetrachondra	avant	placé	dans	les	Lamiaceae	(Cronquist,	
1981)	ou	dans	les	Boraginales	(Takhtajan,	1997)	
-	genre	Polypremum	associé	au	Loganiaceae	(Cronquist	,	1981)	
-	famille	monophylétique	avec	une	position	basale	au	sein	des	
Lamiales	(Wagstaff	et	al.,	2000)
2/3	
-	 -	 Thomandersiaceae	
Sreem.	(1977)	
-	Thomandersia	était	avant	inclus	dans	les	Acanthaceae,	c’est	une	
nouvelle	famille	définie	par	Wortley	et	al.	(2007),	proche	des	
Schlegeliaceae.	
1/6	
Verbenaceae	J.St.-
Hil.	(1805)	
nom	conservé	 nom	conservé	 -	beaucoup	de	genres	replacés	dans	Lamiaceae,	Acanthaceae	et	
Oleaceae	(Mabberley,	2008)	
-	exclusion	des	Phrymaceae	et	Stillbaceae	(Tank	et	al.	2006)	
-	exclusion	du	genre	Avicennia	(Schwarzbach	et	McDade,	2002)
35/1150	
Peltanthera	Benth.	
(1876)	
nom	conservé	 nom	conservé	 -	avant	dans	les	Buddlejeae/	Loganiaceae/	Gentianales	
(Leeuwenberg,	1980)	
-	forme	un	clade	avec	le	genre	Sanango	en	position	basale	au	sein	
des	Lamiales,	proche	ou	inclus	dans	Gesneriaceae	(Oxelmann	et	al.	
1999;	Jensen,	2000;	Backlund	et	al.,	2000)	
1/1	
Centre-ouest	 de	
l’Amérique	du	sud	
Rehmannia	
Libosch.	ex	Fisch.	&	
C.	A.	Mey.	(1835)	
nom	conservé	 nom	conservé	 -	avant	inclus	dans	les	Digitaleae/Scrophulariaceae	s	.l.	(Bentham,	
1876)	
-	Xia	et	al.	(2009)	placent	les	genres	non	parasites	Rehmannia	et	
Triaenophora	dans	un	clade	frère	des	Orobanchaceae	(voir	aussi	
Albach	et	al.	2009)	
1/6	
Chine	et	Corée	
12 
Dans APG (1998), les Callitrichaceae, les Globulariaceae et les Hippuridaceae ont été 
inclues dans la famille des Plantaginaceae et la famille des Selaginaceae dans celle  des 
Scrophulariaceae s. s.. L’ordre des Lamiales comptait alors 21 familles, auxquelles 2 ont été 
ajoutées dans la deuxième version d’APG (APG II, 2003); les Plocospermataceae et les 
Martyniaceae (APG II, 2003). La famille des Avicenniaceae a été supprimée et le genre 
Avicennia  inclus dans celle des Acanthaceae (Schwarzbach et McDade, 2002). Les Buddlejaceae 
et les Myoporaceae ont été intégrées dans les Scrophulariaceae sensu APG II (Oxelmann et al., 
1999) et la famille des Cyclocheilaceae dans celle  des Orobanchaceae (Bremer et al., 2002). De 
nouvelles familles ont été crées dans APG II : les Calceolariaceae, les Carlemanniaceae et les 
Martyniaceae (Olmstead et al., 2001 ; Bremer et al., 2001 ; Albach et al., 2001). Puis, 2 
nouvelles familles ont été ajoutées à l’ordre des Lamiales dans APG III. Celles-ci sont la famille 
des Linderniaceae (Rahmanzadeh et al., 2005) et celle des Thomandersiaceae (Wortley et al., 
2007), ce qui porte à 23 le nombre total de familles de cet ordre. Cependant les genres 
Rehmannia et Pelthanthera appartenant aux Lamiales ne sont toujours pas associés à une famille 
(Xia et al., 2009). Notons que dans son système de classification basé sur les caractères 
morphologiques, Takhtajan (2009) reconnait 29 familles appartenant aux Lamiales (voir la Figure 
1 qui résume les relations phylogénétiques au sein de cet ordre).  
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Figure 1 (Angiosperm Phylogeny Website ; http://www.mobot.org/MOBOT/research/APweb/): 
résumé des relations phylogénétiques au sein des Lamiales, compilé à partir de nombreuses 
études de systématique moléculaire basées sur des marqueurs moléculaires nucléaires et 
chloroplastiques. Seuls les nœuds soutenus à plus de 80% sont représentés. 
 
C. Les principales classifications de la famille des Scrophulariaceae 
Les principales classifications des Scrophulariaceae sont celles de Bentham (1846), de 
Wettstein (1891) et de Hallier (1903). Cependant la délimitation de la famille a longtemps été 
problématique. Thieret, en 1967, ainsi que Cronquist, en 1981, émettent des doutes sur l’intégrité 
de cette famille. Thieret (1967) conclut « it should be apparent to all that, in the Scrophulariaceae 
at least, the work of the taxonomist has just begun ». Il existe plusieurs classifications infra-
familiales des Scrophulariaceae s. l.. Van Tieghem (1903) divise la famille en 2 groupes en se 
basant sur le nombre de sacs polliniques par étamine (anthères monothèques ou dithèques). 
Bellini (1907) oppose les espèces parasites et semi-parasites aux espèces non parasites des 
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Personateae (i. e. Scrophulariaceae s. l.) pour former 2 sous-familles divisées ensuite selon les 
caractéristiques morphologiques des nectaires.  
Cependant traditionnellement, la famille des Scrophulariaceae s. l. était divisée en 3 sous-
familles (Bentham, 1846); les Verbascoideae (ou Pseudosolanaceae), les Scrophularioideae (ou 
Antirrhinoideae) et les Rhinanthoideae, au regard de combinaison de caractères comme la 
préfloraison, la phyllotaxie des feuilles, ou encore la morphologie des anthères (Armstrong et 
Douglas, 1989 ; Heywood, 1993 ; Olmstead et Reeves, 1995). Notons que le groupe des 
Pseudosolanaceae, défini par Bentham (1846) sur la base de traits morphologiques retrouvés chez 
les Solanaceae, est remis en cause par Robyns (1931) et Penell (1935) qui ne conservent alors 
plus que 2 sous-familles et incluent les Pseudosolanaceae dans les Antirrhinoideae. Néanmoins, 
l’étude phylogénétique de Freeman et Scogni (1999) basée sur le marqueur chloroplastique trnL 
rejette la possibilité d’utiliser les caractères de préfloraison pour les définir.  
Les relations phylogénétiques entre les genres à l’intérieur de cette famille sont encore 
mal résolues (Barringer, 1993 ; Albach et al., 2005). En effet, bien que les Scrophulariaceae s. l. 
semblaient être un groupe facilement identifiable morphologiquement (Tank et al., 2006), les 
analyses moléculaires de marqueurs chloroplastiques ont mis en évidence leur origine 
polyphylétique (Olmstead et Reeves, 1995 ; Young et al., 1999 ; Olmstead et al., 2001 ; Oxelman 
et al., 2005), conduisant à une redéfinition de la famille des Scrophulariaceae s. l. (Bremer et al., 
2002 ; Rahmanzadeh et al., 2004 ; Albach et al., 2004, 2005 ; Oxelman et al., 2005 ; Kornhall et 
al., 2001, 2004 ; Tank et al., 2006).  
La famille des Scrophulariaceae sensu lato a alors été redécoupée en 7 groupes 
monophylétiques (Oxelmann, 2005 ; Tank et al., 2006):  
- les Scrophulariaceae sensu stricto (incluant les Buddlejaceae, les Myoporaceae et les 
Hemimerideae),  
- les Orobanchaceae Vent.,  
- les Veronicaceae (= Plantaginaceae s. l.), incluant les Callitrichaceae, les 
Globulariaceae, les Hippuridaceae et les Plantaginaceae s. s.,  
- les Phrymaceae Schauer.,  
- les Calceolariaceae,  
- les Linderniaceae, 
- les Stilbaceae Kunth. (Fig. 1).  
 
	
15 
 
Cependant, les genres Rehmannia, Paulownia et Schlegelia, auparavant inclus dans la 
famille au sens large ne se retrouvent dans aucun de ces clades, et conservent une position 
incertaine au sein des Lamiales, les 2 derniers étant élevés au rang de famille (APG III, 2009).  
Les genres de l’hémisphère nord exclus des Scrophulariaceae s. s. (sensu APG II, 2003) 
ont pour la plupart été replacés dans la famille des Plantaginaceae (=Veronicaceae sensu APG II, 
2003). Cette nouvelle famille très hétérogène constitue un clade basal de l’ordre des Lamiales et 
comprend alors environ 92 genres et 2000 espèces (Albach et al., 2005). La nouvelle famille des 
Scrophulariaceae s. s. devient alors un groupe monophylétique, composé de 8 tribus (Fig. 2), 
majoritairement distribué dans l’hémisphère sud, à l’exception de quelques genres comme 
Oreosolen, Scrophularia et Verbascum qui forment la tribu des Scrophularieae Dumort. ayant 
une morphologie florale et une architecture des feuilles communes (Oxelman et al., 2005 ; Tank 
et al., 2006). Cette famille principalement représentée par des formes herbacées mais aussi plus 
rarement par des arbustes et des lianes, compte actuellement 54 genres répartis en 8 tribus et 
environ 1800 espèces (Mabberley, 2008).  
 
Figure 2: Relations phylogénétiques simplifiées entre les tribus des Scrophulariaceae s. s., 
incluant les genres non inclus dans une tribu, basé sur les résultats de Oxelmann et al. (2005). 
(tiré de Tank et al., 2006).  
 
D. Le genre Verbascum L. 
1. Morphologie 
Les Verbascum ou molènes sont des plantes herbacées, rarement des petites plantes 
ligneuses. La Figure 3 présente des photographies de 4 espèces appartenant à ce genre. La plante 
est rarement glabre, mais est le plus souvent recouverte de poils formant un tomentum plus ou 
moins dense composé de poils glanduleux ou non, simples ou ramifiés. Les feuilles sont simples, 
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de forme linéaire à orbiculaire, alternées (rarement opposées) et forment une rosette basale. Leur 
marge peut être simple, crénée, crénelée, dentée, parfois pinnatifide. Les fleurs sont portées sur 
une inflorescence pouvant être ramifiée (panicule) ou simple (racème ou épis). La fleur présente 
5 pétales et 5 sépales, la corolle est généralement jaune, mais peut être blanche, ou violette chez 
certaines espèces. Les étamines sont au nombre de 4 ou 5 (parfois 4 étamines fertiles et un 
staminode), les filets des étamines sont généralement poilus. Deux types d’anthères existent chez 
le genre: réniformes ou décurrentes; les anthères des 2 ou 3 étamines supérieures sont toujours 
réniformes alors que les celles des 2 étamines inférieures peuvent être réniformes également ou 
décurrentes sur le filet, c’est-à-dire plus allongées. Le fruit est une capsule septicide produisant 
de nombreuses graines. 
 
Figure 3 : Photographies de V. phlomoides (France), V. nigrum (France), V. macrurum (Grèce) et 
V. levanticum (Turquie). 
2. Histoire de la classification du genre Verbascum L. 
Verbascum L. est le genre le plus riche en nombre d’espèces des Scrophulariaceae s. s.. Il 
comprend environ 360 espèces distribuées principalement autour du bassin méditerranéen, mais 
aussi en Asie, Afrique et Europe. Le genre Verbascum L. a d’abord été décrit sous le nom 
Arcturus dans une lettre envoyé par un docteur vénitien Honorus Bellus (Onorio Belli), qui vécu 
en Crète de 1583 à 1596, au botaniste Carolus Clusius (Charles de l’Escluse) qui l’intègre alors 
dans « Rariorum Plantarum Historia » (1601). En 1715, Morison désigne ce genre comme le 
genre Blattaria. Linné, en 1753, distingue les espèces possédant des fleurs à 4 étamines sous le 
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nom de Celsia L., avec pour espèce type Celsia orientalis L., et celles avec des fleurs à 5 
étamines sous le nom de Verbascum L., avec pour espèce lectotype (désigné par Huber-Morath, 
1971) Verbascum thapsus L.. Certains taxons du genre Celsia L. sont ensuite renommés Allonsoa 
par Ruis. et Pav. en 1786, Scrophularia par Wydler en 1828, Thapsandra et Janthe par Grisebach 
en 1844, Triguera par Dunal en 1852 et Alectra par Schintz en 1889. En 1843, Fischer et Meyer 
renomment Staurophragma l’espèce Verbascum natolicum, possédant une capsule oblongo-
cylindrique. Les principaux travaux de taxonomie du genre sont détaillés dans le Tableau 2. 
En 1813, Schrader publie la première monographie du genre Verbascum L. qui inclue une 
soixantaine d’espèces. Mais d’après Murbeck (1933) ce chiffre pourrait être divisé par 2 du fait 
du manque de matériel disponible, Schrader ayant pu dénommer différentes formes d’une même 
espèce, ou même des hybrides, comme des espèces différentes. Le premier caractère utilisé par 
Schrader pour classer les espèces du genre Verbascum est la décurrence des feuilles caulinaires. 
Le deuxième caractère est le nombre de fleurs insérées à l’aisselle de chaque bractée. 
Pfund (1840) écrit lui aussi une monographie du genre Verbascum L. dans laquelle il 
définit 2 sections selon que les fleurs sont regroupées ou solitaires à l’aisselle de chaque bractée. 
Puis, dans la première section, il sépare les espèces présentant des feuilles décurrentes celles qui 
n'en présentent pas et dans la seconde section il distingue les espèces dont les fleurs possèdent 1 
seul type d'étamine de celles qui en  possèdent 2.  
En 1844, Grisebach décrit 6 sections dans son travail sur le genre Verbascum L., mais ce 
travail est réalisé essentiellement sur des espèces provenant des Balkans. 
Boissier, ainsi que d’autres botanistes décrivent ensuite de nombreuses espèces de 
Verbascum L. d’après leurs voyages autour de la méditerranée, notamment en Espagne, en Grèce, 
en Asie Mineure, en Syrie et en Palestine. La plupart des descriptions de ces espèces sont alors 
incluses par Boissier dans « Diagnoses plantarum orientalium novarum » (1844).  
Bentham regroupe alors toutes ces espèces pour son travail de révision des 
Scrophulariaceae s .l. (De Candolle, 1846). Les genres Celsia et Verbascum sont placés l’un 
après l’autre, 92 espèces sont décrites pour Verbascum et 24 pour Celsia. Bien que les 2 genres 
soient distincts par leur nombre d’étamines, leur traitement taxonomique est similaire;  dans 
chaque genre, 2 sections sont définies selon la morphologie du type d’anthères des 2 étamines 
inférieures (pour Verbascum : section Thapsus si ces anthères sont décurrents sur le filet et 
section Lychnitis si non).   
 
	
18 
 
Durant les années 1846 à 1859, 40 à 50 espèces sont ajoutées au travail de Boissier et en 
1879, 20 nouvelles espèces sont aussi ajoutées dans « Flora Orientalis ». Franchet, dans son 
« Etude sur les Verbascum de la France et de l’Europe centrale » (1875) reprend les travaux de 
Bentham et renomme les 2 sections de Bentham Heterandra et Isoandra respectivement. Dans 
« Flora Orientalis » (1879), Boissier utilise aussi ces 2 sections.  
En 1891, Kuntze discute de l’importance du nombre d’étamines comme caractère 
discriminant à l’échelle du genre. En effet, il observe chez certaines espèces possédant 4 étamines 
fertiles, la présence d’un staminode, comme chez Verbascum celsiodes Benth., et de cette 
observation, il formalise l’inclusion du genre Celsia L. dans le genre Verbascum L. dans 
« Revisio generum Plantarum » (1891). Dans ce travail, il inclut aussi le genre Staurophragma 
Fisch. & Mey. dans le genre Verbascum L..  
En se basant sur ces observations, Murbeck (1933) inclut alors quelques espèces de Celsia 
L. dans sa monographie du genre Verbascum L. et décrit aussi une trentaine de nouvelles espèces. 
Néanmoins, il maintient la validité du genre Celsia L., en le restreignant aux espèces ayant des 
fleurs avec 4 étamines et uniquement 1 fleur par bractée.  
Dans cette monographie,  Murbeck (1933) divise le genre en 2 sections selon le type de 
graines. Les espèces appartenant à la section Bothrosperma présentent des graines alvéolées (Fig. 
4B) alors que celles de la section Alaucospema présentent des graines sulquées (Fig. 4A).  
 
Figure 4: Les 2 différents types de graines rencontrées chez Verbascum L. (A : graine 
sulquée ; B : graine alvéolée ; Murbeck, 1933). 
 
Dans la section Bothrosperma, 2 sous-sections sont ensuite définies par rapport au 
nombre de fleurs à l’aisselle des bractées: Singuliflora (une fleur par bractée) et Fasciculata 
(fleurs regroupées en glomérules ou fascicules à l’aisselle de chaque bractée, pouvant être seule à 
l’apex). Nous présentons en Figure 5, la clé de détermination que Murbeck utilise et qui sera 
ensuite reprise par Benedi (2009) dans Flora Iberica vol. XIII. 
A	 B	
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Finalement, en 1971, Huber-Morath met les genres Celsia L. et Staurophragma Fisch. & 
Mey. en synonymie du genre Verbascum L. lors de sa révision du genre en vue de la rédaction de 
Flora of Turkey parue en 1978. Huber-Morath ne définit aucune section ou sous-section et sa clé 
de détermination est divisée en 13 groupes en se basant d’abord sur le nombre d’étamines fertiles, 
permettant le regroupement des espèces des genres Celsia L. et Staurophragrama Fisch. & Mey. 
dans un seul groupe, puis sur le type de poils de l’indumentum et en troisième position, sur le 
nombre de fleurs à l’aisselle de chaque bractée. La majorité des espèces de Verbascum appartient 
à la section Bothrosperma Murb., alors que la section Alaucosperma Murb. ne comprend que 6 
espèces tropicales.  
Huber-Morath souligne que pour la flore il a créé des groupes taxonomiques artificiels et 
qu’une division naturelle du genre reste à proposer. La taxonomie du genre reste très complexe et 
pour distinguer les espèces proches entre elles, des caractères morphologiques difficilement 
observables sont utilisés dans les clés de déterminations, comme par exemple la présence de 
glandes pellucides ou encore de poils glanduleux (Huber-Morath, 1978 ; Karavelioğullari, 2008).  
Depuis la parution de la flore de Turquie, plus d’une cinquantaine de nouvelles espèces de 
Verbascum L. ont été décrites, la plupart en Asie Mineure (Davis et al., 1988 ; Vural et Aydoğdu, 
1993 ; Ekim et al., 2000 ; Al-Hemaid et al., 2001 ; Karavelioğullari et al., 2004, 2006, 2008, 
2009, 2011 ; Kaynak et al., 2006 ; Sharifnia et al., 2007 ; Parolly et Tan, 2007 ; Parolly et Eren, 
2008 ; Yilmaz et Dane, 2008 ; Bani et al., 2010). 
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Tableau  2 : Principaux travaux de taxonomie réalisés sur le genre Verbascum L.	
Auteur Référence Classification 
Schrader  Monographia generis verbasci 
(1813) 
 † Foliis decurrentibus (feuilles décurrentes) 
†† Foliis non decurrentibus (feuilles non décurrentes) 
* floribus glomeratis (fleurs groupées en glomérule)
            ** floribus fasciculatis (fleurs groupées en fascicules) 
            *** floribus gemisi solitariisque (fleurs solitaires) 
Pfund In Berchtold & Pfund, 
Monographiae Generis 
Verbascum Prodromus (1840) 
"Blumen büschelig" (fleurs groupées) 
………….."Blätter herablaufend" (feuilles décurrentes) 
………….."Blätter nicht herablaufend" (feuilles non décurrentes) 
"Blumen fast einzeln" (fleurs solitaires) 
………….."Antheren gleich" (un seul type d’anthères) 
………….."Antheren ungleich" (plusieurs types d’anthères) 
Grisebach  Spicilegium florae rumelicae et 
bithynicae. II (1844) 
6 sections 
Bentham De Candolle, Prodromus X 
(1846) 
Sect. Thapsus  (2 anthères inférieures décurrentes) 
          Groupes Thapsi veri, Spectabiles and Blattaria 
Sect.  Lychnitis  (anthères toutes réniformes) 
          Groupes Thapsoidea, Glomerata, Pyramidata, Lychnitidea, Leiantha, Suffructicosa et 
Blattarioidea 
Franchet Etude sur les Verbascum de la 
France et de l'Europe (1875) 
Sect.  Heterandra  (2 anthères inférieures décurrentes) 
Sect.  Isoandra  (anthères toutes réniformes) 
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Boissier Flora Orientalis IV (1879) Sect. Thapsus  (2 anthères inférieures décurrentes) 
Sect. Lychnitis  (anthères toutes réniformes) 
Murbeck Monographie der Gattung 
Verbascum (1933)  
(cf. fig. 4) 
Sect.  Bothrosperma  (Graines alvéolées) 
     Subsect. Fasciculata  (Fleurs groupées) 
          A. Heterandra  (2 anthères inférieures décurrentes) 
          B. Isandra  (Anthères toutes réniformes) 
     Subsect.  Singuliflora  (Fleurs solitaires) 
          A. Cladotricha  (Partie inférieure de la plante couverte de poils ramifiés) 
          B. Adenotricha  (Plante couverte de poils ramifiés) 
          C. Holotricha  (Plante couverte de poils  non  ramifiés) 
Sect. Aulacosperma  (Graines sulquées)  
Huber-
Morath.  
Davis et al., Flora of Turkey 
(1978) 
13 groupes artificiels selon  
i) nombre d’étamines fertiles,  
ii) type de poils de l’indumetum, 
iii) nombre de fleurs par bractée. 
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Figure 5 : Classification du genre Verbascum L. (d’après Murbeck, 1933). 
α. Trichosantha 
extérieur de la corolle pubescent 
Sect. II : Aulacosperma 
Graines avec sillons ou rainures 
longitudinaux, sépale 2 antérieur 
un peu plus petit que les autres, 
lobes inférieurs de la corolle un 
peu plus petits que les autres 
B. Adenotricha 
plante couverte de poils ramifiés 
Subsect. 2 : Singuliflora 
Fleurs solitaires 
A. Cladotricha 
partie inférieure de la plante 
couverte de poils ramifiés 
α. Flores heterandri 
2 étamines décurrentes 
 
β. Flores isandri 
étamines toutes réniformes 
 
a. Bracteolata
présence de 2 bractéoles 
b. Ebracteolata
absence de bractéoles α. Flores heterandri 
2 étamines décurrentes 
 
β. Leiantha 
extérieur de la corolle glabre 
C. Holotricha 
Plante couverte de poils  non 
ramifiés 
β. Flores isandri 
étamines toutes réniformes 
	
Sect. I : Bothrosperma 
Graines alvéolées de manière 
transversale, sépale 2 antérieur un 
peu plus grand que les autres, 
lobes inférieurs de la corolle un 
peu plus grands que les autres 
Verbascum L. 
Subsect. 1 : Fasciculata 
Fleurs groupées en glomérules 
B. Isandra 
étamines toutes	réniformes	
	
A. Heterandra 
2 étamines décurrentes 
	
a. poils blancs
sur le filet 
b. poils purpuro-
violacés sur le filet 
a. Bracteolata
présence de 2 bractéoles 
	
b. Ebracteolata
absence de bractéoles 
	
α. Umbellulifera 
glomérule de fleurs sessile 
β. Cymosa 
glomérule de fleurs pédonculé 
1. Adenanthera
Connectifs des 2 
étamines  inférieurs 
papilleux (face sup) 
2. Leianthera
Connectifs des  2 
étamines  inférieurs 
non papilleux (face 
sup) 
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3. Distribution géographique et écologique
Le genre Verbascum L. est distribué dans tous les pays autour de la mer Méditerranée, 
en Afrique et en Asie (Fig. 6), avec pour centre de diversité la Turquie où le genre compte 234 
espèces et un taux d’endémisme de 80% (Davis et al., 1978). A l’Ouest sa distribution s’arrête 
avec l’Océan Atlantique, avec une richesse plus importante en Espagne qu’en France. En effet, 
26 espèces sont recensées en Espagne dont 4 endémiques (Benedi, 2009) contre une douzaine 
d’espèces en France dont une endémique en Corse (Jeanmonod et Gamisans, 2007). Au Nord de 
l’Europe, la Finlande constitue sa limite extrême. A l’Est il s’arrête en Chine où il compte 6 
espèces, et au Sud il n’a pas été observé au-delà de l’Ethiopie et du Sahara algérien.  
Figure 6: Aire de répartition du genre méditerranéen Verbascum L. (d’après Murbeck, 1933) 
On rencontre certaines espèces de Verbascum L. en haute montagne, surtout en Grèce et 
en Asie Mineure, mais d’ordinaire on retrouve les plantes dans des coteaux bien exposés, les 
clairières des bois, et les pâturages secs. Les espèces européennes se retrouvent aussi dans les 
vallées, les berges des cours d’eau et les lieux incultes ou laissés à l’abandon, pouvant avoisiner 
les habitations.  
 
	
24 
  
La plupart des Verbascum a une aire de distribution très restreinte, par exemple les 
espèces de méditerranée orientale sont majoritairement endémiques et peu d’espèces sont 
présentes à la fois en Grèce et en Asie mineure. On trouve cependant des espèces à large 
distribution naturellement présentes sur 3 continents comme Verbascum sinuatum présente en 
Turquie en Europe et en Afrique du Nord.  
 En France, on compte une quinzaine d’espèces de Verbascum L. ; V. sinuatum est 
présente dans toute la région méditerranéenne ; V. thapsus et V. densiflorum occupent la plus 
grande partie de l’Europe, du Caucase, de l’Eurasie et de la Sibérie occidentale alors que V. 
nigrum  ne se trouve pas ni en Turquie ni en Iran. V.  phlomoides et V. blattaria ont sensiblement 
la même distribution moins élevée dans le nord de l’Europe. V. pulverulentum et V. lychnitis ne 
dépassent guère le nord de l’Angleterre, mais à l’est on les retrouve jusqu’en Iran. V. chaixii est 
présent depuis la péninsule ibérique jusqu’au Caucase, mais il se présente sous des formes si 
variées que 4 dénominations différentes  lui ont été données. V. phoeniceum se retrouve dans les 
Alpes à l’Ouest et jusqu’au Kurdistan à l’est. V. virgatum est distribué surtout à l’ouest de 
l’Europe jusqu’en Angleterre et en Algérie au sud de la Méditerranée. V. boerhavi occupe le 
littoral de l’est de la France, l’Espagne et le nord de l’Afrique mais ne dépasse pas l’Italie et la 
Sicile. Une espèce insulaire a aussi été recensée en Corse sous le nom de V. conocarpum.  
En France et en Europe centrale la plupart des espèces de Verbascum sont communes 
avec les espèces orientales. On retrouve des espèces endémiques au sud de l’Europe ; comme par 
exemple V. hervieri et V. nevadense en Espagne, V. litigiosum au Portugal, V. siculum en Italie et 
Sicile, ou encore V. spinosum et V. arcturus endémiques en Crète.  
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E. Objectifs de la thèse 
Bien que l’on trouve occasionnellement des espèces de Verbascum dans les phylogénies 
des Scrophulariaceae (au sens large et au sens strict), aucune phylogénie centrée sur le genre 
n’avait été publiée alors qu’il s’agit d’un genre majeur pour la Méditerranée (le second en 
nombre d’espèces pour la seule Turquie). Une étude phylogénétique basée sur des données 
moléculaires de ce genre qui présente une grande complexité de ses caractères morphologiques, 
pourrait conduire à l’élaboration de nouveaux groupes taxonomiques plus naturels. Cette 
phylogénie devrait permettre de comprendre les principaux événements de spéciation au sein de 
ce genre emblématique des régions steppiques qui caractérisent une bonne partie de la région 
méditerranéenne, mais aussi asiatique et nord-africaine, et représente donc un témoin privilégié 
de l’évolution de ces milieux. 
Afin de répondre à ces objectifs nous avons voulu produire une phylogénie du genre 
Verbascum incluant un maximum de taxons et suffisamment robuste pour permettre à la fois de 
retracer la biogéographie historique du genre et de tester les caractères morphologiques utilisés en 
taxonomie. Cette phylogénie  a donc été construite à l’aide de plusieurs marqueurs 
(gènes/espaceurs) déjà testés (trnL-F, trnS-G & ITS) mais également avec de nouveaux 
marqueurs tels que trnH-psbA et matK, et elle a été complétée par des observations 
morphologiques. 
  
 
	
26 
  
II. Analyse phylogénétique moléculaire du genre Verbascum L. 
A. Choix des marqueurs moléculaires  
Afin de réaliser la phylogénie du genre Verbascum L. (Scrophulariaceae s. s.), nous avons 
besoin de marqueurs moléculaires ayant un niveau de variation suffisant entre les séquences 
spécifiques pour obtenir une bonne résolution des liens de parenté entre espèces. Pour effectuer 
ce choix, nous nous sommes appuyés sur plusieurs études phylogénétiques et/ou 
phylogéographiques réalisées à l’échelle du genre dans différents groupes d’Angiospermes. Ce 
travail nous a ainsi permis d’effectuer une sélection dans le large éventail de marqueurs utilisés 
en systématique des plantes.  Il existe plusieurs types de marqueurs en systématique des plantes, 
souvent utilisés de manière combinée afin d’augmenter la résolution des arbres, la majorité étant 
d’origine chloroplastique ou nucléaire (Baldwin et Markos, 1998, 2001 ; Borsch et al., 2003 ; 
Shaw et al., 2005 ; Mort et Crawford, 2004). Certains marqueurs sont aussi cités dans la 
littérature pour leur utilisation potentielle dans le « barcoding », c’est-à-dire l’identification 
moléculaire des espèces. Nous n’avons pas intégré les marqueurs mitochondriaux, du fait de leur 
faible taux d’évolution chez les Angiospermes (Kress et al.,  2005). Le Tableau 3 (cf. p.43) liste 
les différents marqueurs qui ont retenu notre attention, ainsi que les pourcentages de sites 
variables leur étant associés dans les différents groupes de plantes étudiés. Lorsque ceux-ci ont 
été renseignés, nous avons aussi pris en compte les pourcentages de sites informatifs, utiles pour 
les études phylogénétiques en parcimonie. 
1. Les marqueurs chloroplastiques 
Les marqueurs moléculaires les plus utilisés chez les plantes se situent dans le génome 
chloroplastique (Shaw et al., 2005), en particulier les régions non codantes, espaceurs ou introns, 
qui présentent un plus grand nombre de sites variables (Borsch et Quandt, 2009). Le génome 
chloroplastique est circulaire et possède l’avantage d’être non recombinant (Mason-Gamer et al., 
1998 ; Freeman et Scogin, 1999) et haploïde (Borsch et Quandt, 2009). Il est organisé en 4 
parties : 2 régions à copie unique ; SSC (small single-copy region) et LSC (large single-copy 
region), et  2 répétitions inversées ; IRa et IRb. Ce génome code pour quelques gènes de l’ARNr, 
pour une trentaine de gènes d’ARNt, et pour plus d’une centaine de protéines. Ces gènes sont 
généralement séparés par des espaceurs intergéniques. Ces régions non codantes présentent des 
éléments importants pour la transcription, l’épissage et la maturité (Gielly et Taberlet, 1994). Les 
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autres régions non codantes du génome chloroplastiques sont les introns. Ils présentent des 
structures secondaires en mosaïque avec des zones très conservées et d’autres extrêmement 
variables. Les introns du génome chloroplastique appartiennent au groupe II, excepté l’intron 
trnL, capable d’auto-excision et présentant une structure en mosaïque très conservée (Borsch et 
Quandt, 2009). Les espaceurs intergéniques sont plus variables en termes de taille et de 
substitutions nucléotidiques que les régions introniques (Asmussen et al., 1998).  
Bien que les structures secondaire et tertiaire des régions chloroplastiques non codantes 
soient relativement bien conservées, Kelchner (2000, 2002) puis Borsch et Quandt (2009) 
soulignent les difficultés d’alignement rencontrées avec ces séquences qui possèdent de 
nombreux sites d’insertions/délétions mais aussi dans des zones de mutations excessives, des 
zones de séquences répétées et/ou inversées induisant une perte d’information potentielle. 
Différents mécanismes d’évolution de ces séquences peuvent être impliqués conduisant à ces 
mutations micro-structurelles (Borsch et Quandt, 2009): le mésappariement par glissement des 
brins d’ADN qui explique souvent la variabilité de longueur des séquences, la présence de 
structures secondaires comme les boucles d’ADN, zones souvent exclues des analyses 
phylogénétiques apparaissant lors de l’appariement de l’ADN simple brin et qui représentent des 
« hotspots de mutations », les inversions-minute c’est-à-dire inversion de petites séquences 
contenues dans des boucles, les substitutions nucléotidiques qui peuvent conduire à des 
homoplasies sur les sites rencontrant plusieurs événements de mutation et la recombinaison intra-
moléculaire qui apparait le plus souvent dans les structures secondaires (Kelchner, 2000).  
Dans les études de phylogénie et/ou phylogéographie, les régions non codantes apportent 
plus de variation et sont donc de plus en plus utilisées à des niveaux taxonomiques inférieurs à 
celui de la famille (Freeman et Scogin, 1999 ; Shaw et al., 2007). Gielly et Taberlet (1994) ont 
mis en évidence la performance des introns et des espaceurs chloroplastiques pour la résolution 
de liens de parenté entre genres ou espèces. Les régions codantes plus conservées sont plus 
souvent utilisées pour la reconstruction phylogénétique des grands groupes d’Angiospermes afin 
de minimiser les risques de saturation du code génétique (Borsch et al., 2003). Dans l’étude 
menée par Shaw et al. (2007) dans le but de comparer les niveaux de variabilité de toutes les 
régions chloroplastiques non codantes, il apparait que celles les plus utilisées sont souvent les 
moins variables du génome chloroplastique alors que certaines régions non codantes peu 
explorées pourraient se révéler être plus informatives, telles que rp132-trnL, trnQ-rps16, trnV-
ndhC, ndhF-rp132, psbD-trnT, psbJ-petA, rps16-trnK, atpI-atpH et petL-psbE.   
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 trnL-F  
Une des régions chloroplastiques les plus anciennement utilisées dans les études 
phylogénétiques est le marqueur trnL-F (Shaw et al., 2005 ; Quandt et al., 2004 ; Grob et al., 
2004). Ce marqueur comprend l’intron trnL, l’espaceur intergénique transcrit compris entre trnL 
et trnF et une partie du trnF ce qui a permis la construction d’amorces universelles (Taberlet et 
al., 1991). L’intron trnL est composé de 7 régions dont 4 sont conservées (Freeman et Scogin, 
1999). Il est localisé dans la grande région du chloroplaste existant en une seule copie (Quandt et 
al., 2004). Alors que les gènes codant pour de l’ARNt sont éparpillés dans le génome 
chloroplastique des algues, on les retrouve à la suite chez les plantes terrestres (Borsch et al., 
2003). Bien qu’il soit facile de co-amplifier l’intron trnL et l’espaceur trnL-F, l’amplification de 
l’espaceur trnT-L est plus aléatoire (Borsch et Quandt, 2009). Quandt et al. (2004) montrent 
aussi que la variabilité de la région intronique du trnL-F est confinée aux zones présentant des 
boucles, P6 et P8, alors que les autres zones de l’intron présentent moins de variation de séquence 
entre les différents taxons de plantes.   
Pour cette raison, la région trnL-F est utilisée dans de nombreuses études aussi bien à une 
échelle familiale, voir même suprafamiliale, que générique et elle apporte assez d’informations 
pour résoudre les liens de parenté entre espèces mais aussi entre individus d’une même 
population chez certains taxons (Freeman et Scogin, 1999 ; Quandt et al., 2004 ; Shaw et al., 
2005 ; Borsch et al., 2003 ; Borsch et Quandt, 2009). L’intron trnL et l’espaceur trnL-F sont aussi 
de bons candidats pour le barcoding (Borsch et Quandt, 2009). Dans la famille des 
Scrophulariaceae s. l., Albach et al. (2004) utilisent cette région pour étudier la phylogénie du 
genre Veronica L. (Tab. 3) puis du genre Rehmannia Libosch. ex Fisch. & C.A. Mey (Albach et 
al., 2007). Gandara et Sosa (2013) l’utilisent quant à euxafin de tester la monophylie du genre 
Leucophyllum Humb. & Bonpl..   
trnS-G et trnG-G  
L’espaceur chloroplastique trnS-G et l’intron trnG (trnG-G) se situent dans la région LSC 
du génome chloroplastique. Du fait de la relocation du trnS, l’espaceur trnS-G est absent chez les 
ancêtres communs des plantes terrestres (Borsch et Quandt, 2009). Les premières amorces 
universelles élaborées ne concernent que l’amplification de l’espaceur intergénique trnS-G 
(Hamilton, 1999 ; Xu et al., 2000). Shaw et al. (2005) ont proposé un nouveau jeu d’amorces 
permettant l’amplification de toute la région, en incluant l’intron trnG mais l’alignement des 
séquences obtenues est problématique chez certains groupes d’Angiospermes du fait de 
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mésappariements et d’indels (Shaw et al., 2007). Tesfaye et al. (2007) et Shaw et al. (2007) ont 
proposé de nouvelles paires d’amorces pour l’amplification de la séquence complète, la dernière 
(Shaw et al., 2007) étant supposée efficace pour la majorité des plantes à fleurs. Néanmoins 
aucune étude comparative n’est disponible sur cette région, et la structure secondaire de l’intron 
du groupe II n’est pour l’instant pas bien connue (Borsch et Quandt, 2009).   
L’espaceur trnS-G peut s’avérer être jusqu’à 5 fois plus variable que le trnL-F dans 
certains cas (Shaw et al., 2005), voire même plus informatif que ITS (Tamarix L., Gaskin et 
Schaal, 2003) (Tab. 3). Le haut niveau de variation entre les séquences de cette région permet 
d’envisager son utilisation pour mettre en évidence de la variation intraspécifique et 
interspécifique ainsi que pour le barcoding (Borsch et Quandt, 2009). Au sein de la famille des 
Scrophulariaceae s. l., ce marqueur est utilisé par Vargas et al. (2009) pour étudier la spéciation 
au sein du genre Antirrhinum L. (Plantaginacae),  par Estes et Small (2008) pour établir la 
synonymie du genre Amphiantus avec le genre Gratiola (Plantaginaceae), ainsi que par Attar et 
al. (2011) dans leur étude des relations phylogénétiques entre plusieurs espèces eurasiennes du 
genre Scrophularia L. (Scrophulariaceae s. s.), dans laquelle les auteurs renseignent 38% de sites 
variables pour cette région (Tab. 3).  
 
trnH-psbA  
L’espaceur trnH-psbA est situé, chez les Angiospermes, en aval de l’intron trnK sur la 
région LSC près de la région IRa (Whitlock et al., 2010 ; Borsch et Quandt, 2009). Il contient de 
nombreux indels, ce qui en fait un des espaceurs intergéniques les plus variables du génome 
chloroplastique (Shaw et al., 2005 ; Borsch et Quandt, 2009). De plus, il est relativement court et 
présent chez toutes les plantes terrestres.  Les amorces ont été développées pour amplifier cette 
région chez le genre Paeonia (Sang et al., 1997) et les séquences présentent des inversions et 
répétitions inversées, ce qui peut générer un fort taux d’homoplasie (Shaw et al., 2005). Les 
amorces universelles ont ensuite été utilisées dans de nombreuses études sur les Angiospermes 
(Hamilton, 1999). Néanmoins, chez certains groupes de plantes, l’amplification est difficile, du 
fait de la présence de répétitions monomériques et d’insertions d’autres gènes (Tate et Simpson, 
2003 ; Whitlock et al., 2010). Dans certains groupes, la région ne présentent pas assez de 
variation de séquence entre les espèces alors que dans d’autres, la variation intraspécifique est 
élevée (Whitlock et al., 2010). Les études réalisées sur cet espaceur mettent aussi en évidence la 
présence d’inversions dans une région bordée par des inversions répétées, variables même à 
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l’intérieur d’une espèce (Whitlock et al., 2010). La variation intraspécifique peut être difficile à 
interpréter car elle pourrait conduire à surestimer la diversité spécifique si ces inversions ne sont 
pas détectées durant l’alignement (Borsch et Quandt, 2009, Whitlock et al., 2010).  
Du fait de sa structure, ce marqueur ne peut être utilisé qu’entre taxons proches après 
exclusion des « hotspots » de mutation (Borsch et Quandt, 2009). Il a ainsi été proposé comme 
barcode potentiel pour les plantes terrestres (Kress et al., 2005 ; Lahaye et al., 2007 ; Gonzalez et 
al., 2009), bien que sa performance dans l’identification des espèces varie selon les groupes 
(Whitlock et al., 2010 ; Borsch et Quandt, 2009).  Pour le genre Paeonia L., le pourcentage de 
sites variables de trnS-G (8%, Tab. 3) est 2 fois plus élevé pour ce marqueur que pour matK et 3 
fois plus que pour trnL-F (Sang et al., 1997). Chez le genre Gratiola (Scrophulariaceae s .l.) ce 
marqueur s’est aussi révélé être plus variable qu’un grand nombre d’autres marqueurs 
chloroplastiques dans l’étude comparative menée par Shaw et al. (2005), tout comme dans 
l’étude plus récente du genre Agalinis Raf. (Orobanchaceae) (Pettengill et Neel, 2010) (Tab. 3). 
Dans une autre étude récente, chez le genre Antirrhinum L.  (Scrophulariaceae s. l.) cet espaceur 
présente même plus de variation de séquence entre ses espèces que le marqueur ribosomique ITS 
et que les marqueurs chloroplastiques trnS-G, trnT-L et trnK-matK (Carrio et al., 2010). Dans la 
famille des Scrophulariaceae s. s., ce marqueur a été séquencé pour l’étude du genre Scrophularia 
L., genre proche du genre Verbascum L. par Scheunert et Heubl (2011) qui trouvent un 
pourcentage de variation de la région de 41% (Tab. 3).    
trnK/MatK  
L’intron trnK appartient aux introns du groupe II. Il est situé sur la région LSC du 
génome chloroplastique. Il contient une région ORF codante; matK. MatK code pour une 
enzyme : la maturase K. Bien que cette séquence soit codante, elle est apparue comme une des 
régions chloroplastiques évoluant le plus rapidement et a montré son utilité pour la discrimination 
entre espèces d’Angiospermes (CBOL, 2009 ; Lahaye et al., 2008; Sass et al., 2007 ; Ford et al., 
2009).  Néanmoins, le problème d’universalité des amorces pour ce locus a pour l’instant limité 
son utilisation (Kress et Erickson, 2007 ; CBOL, 2009 ; Dunning et Savolainen, 2010). Lahaye et 
al. (2008) proposent un couple d’amorces développé par Cuénoud et al. (2002), qui augmente le 
taux de réussite de l’amplification. C’est ce couple d’amorces que nous utiliserons. Dunning et 
Savolainen  (2010)  proposent quant à eux 26 nouvelles amorces pour faciliter son utilisation en 
barcoding.  
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L’intron trnK a été utilisé dans de nombreuses études de spéciation et de phytogéographie 
(Borsch et Quandt, 2004). Notons que pour le barcoding ce marqueur est souvent proposé en 
combinaison avec d’autres comme trnH-psbA (Lahaye et al., 2007) ou encore avec rbcL (CBOL, 
2009). Bien que ce gène évolue moins vite que les régions chloroplastiques non codantes, le 
niveau de variabilité des séquences permet son utilisation pour résoudre les liens de parenté entre 
genres et familles (Johnson et Soltis, 1994; Plunkett et al., 1996 ; Hilu et Liang, 1997 ; Padgett et 
al., 1999; Wagstaff et Breitwieser, 2004; Shaw et al., 2005), voir même entre espèces chez 
certains groupes de plantes (Sun et al., 2001 ; Lledo et al., 2004 ; Petengill et Neel, 2010) (Tab. 
3). Carrio et al. (2010), incluent cette séquence dans leur étude de la diversité génétique à 
l’intérieur du genre Antirrhinum L. (Scrophulariaceae s. l.) et Vargas et al. (2009) dans leur étude 
biogéographique du genre Scrophularia L. (Scrophulariaceae s. s.).  Le caractère plus conservatif 
de ce gène en fait aussi un bon marqueur pour effectuer des datations moléculaires, c’est aussi 
pour cette raison que nous avons souhaité l’inclure à cette étude. Ce gène permet en effet à 
Valente et al. (2010) de dater l’origine du genre Dianthus L. (Caryophyllaceae) à l’aide d’une 
calibration fossile et d’une calibration secondaire et de calculer son taux de diversification avec la 
méthode de Magallon et Sanderson (2001) permettant la prise en compte de taxons manquants 
dans la phylogénie.  
trnD-T  
La région trnD-T inclut un espaceur intergénique ainsi que 2 petits gènes : trnY et trnE 
(Egan et al., 2007). En utilisant les séquences alignées des genres Oryza L., Nicotiana L., et 
Marchantia L., Demesure (1995) a élaboré des amorces universelles. Friesen et al. (2000) 
utilisent cette région pour étudier les relations phylogénétiques existantes entre certaines espèces 
du genre Allium L. ainsi que des espèces du genre Milula L. (Alliaceae). Dans cette étude, la 
résolution de l’arbre obtenu avec cette région s’avère comparable à celle de l’arbre généré avec le 
marqueur ITS. Pour retracer la généalogie et l’hybridation potentielle au sein du genre cultivé 
Juglans L. (Juglandaceae), Potter et al. (2002) séquencent la région trnD-T. Bien qu’ils n’aient 
pas pu obtenir la moitié de la séquence trnD-T du fait d’une grande zone de poly A/T, cette 
région présente plus de sites variables que trnT-L et trnL-F mais un peu moins que ITS (Potter et 
al., 2002 ).  
Cette région est ensuite testée par Shaw et al. (2005) dans leur étude comparative des 
régions chloroplastiques non codantes. Ils élaborent des amorces pour le séquençage afin de 
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s’affranchir de la zone riche en répétitions AT et poly A/T. Comparé aux autres espaceurs 
intergéniques, ce marqueur se révèle être un des plus variables mais aussi le plus informatif pour 
les études phylogénétiques en parcimonie.  Dans leur étude phylogénétique des Psoraleeae 
(Leguminosae), Egan et al. (2008) trouvent que ce marqueur est le plus informatif des 6 
marqueurs chloroplastiques utilisés (trnS-G, trnL-F, trnK, matK, trnD-T, et rpoB-trnC). Bien que 
nous n’ayons recensé aucune étude utilisant ce marqueur dans la famille des Scrophulariaceae au 
sens large comme au sens strict, nous avons tout de même souhaité le tester dans un second 
temps car il a apporté assez de variabilité chez d’autres groupes de plantes (Tab.3). 
ndhF  
Le marqueur ndhF est un gène chloroplastique codant pour une sous-unité du complexe 
NADH déshydrogénase, un des composants de la chaîne respiratoire du chloroplaste (Davis et 
al., 2002). Olmstead et Sweere (1994) ont élaboré les amorces universelles pour son 
amplification. Chez le genre Nicotiana L. (Solanaceae), ce gène est plus long que le gène rbcL 
avec un taux de substitution 2 fois plus important (Olmstead et Sweere, 1994; Terry et al., 1997). 
De plus, ce gène contient des insertions/délétions, ce qui pourrait augmenter aussi son caractère 
informatif (Golenberg et al., 1994; Terry et al., 1997).  
Ce gène a beaucoup été utilisé dans les analyses phylogénétiques à l’échelle ordinale et 
familiale chez de nombreux groupes d’Angiospermes (Olmstead et Reeves, 1995 ; Spangler et 
Olmstead, 1999 ; Backlund et al., 2000 ; Prather et al., 2000). Terry et al. (1997) séquencent cette 
région pour étudier la sous-famille des Tillandsoideae (Bromeliaceae) et suggèrent de travailler 
avec des régions plus variables que ndhF à l’échelle infragénérique en raison de  la faible 
résolution des arbres obtenus.  Dans la tribu des Condaminaeeae (Rubiaceae) Kainulainen et al. 
(2010) obtiennent plus de variabilité pour ce marqueur que pour d’autres espaceurs intergéniques 
chloroplastiques. NdhF étant une région codante, elle est soumise à plus de contraintes 
fonctionnelles que d’autres régions non codantes. Bien que de nombreuses études n’aient pas 
montré une grande utilité de ce gène pour la discrimination des espèces (Terry et al., 1997; Davis 
et al., 2002), nous avons sélectionné cette région pour le genre Verbascum L. car chez le genre 
Limosella L., appartenant aussi aux Scrophulariaceae s. s., elle s’est révélée aussi informative que 
les espaceurs ribosomiques ITS1 et ITS2 (Kornhall et Bremer, 2004) (Tab. 3).   
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trnC-petN  
La région trnC-D est localisée dans la région LSC du chloroplaste, entre les gènes trnC et 
trnD (Demesure et al., 1995). Elle est considérée comme une des régions non codantes du 
génome chloroplastique évoluant le plus vite (Shaw et al., 2005). Cette région inclut l’espaceur 
intergénique trnC–petN, le gène petN (ou ycf6), l’espaceur intergénique petN–psbM, le gène 
psbM, et l’espaceur intergénique psbM–trnD (Lee et Wen, 2004). Les gènes petN et psbM codent 
respectivement pour la sous-unité VIII du cytochrome b6/f et pour la protéine M du 
photosystème II. Plusieurs auteurs (Demesure et al., 1995 ; Lee et Wen, 2004 ; Shaw et al., 2005) 
ont développé des amorces universelles pour l’amplification et le séquençage de cette région.   
Son utilité pour les études phylogénétiques interspécifiques a été démontrée dans 
plusieurs études, comme chez le genre Panax L. (Araliaceae), où cette région apporte autant de 
caractères informatifs que l’ITS et un peu plus que ndhF (Lee et Wen, 2004), ou encore chez le 
genre Guizotia Cass. (Asteraceae), où avec 22% de sites variables, la région trnC-petN présente 
plus de variation de séquence que les marqueurs chloroplastiques trnT-L, trnL, trnL-F, matK, 
matK-trnK trnY-rpoB, psbM-trnD, rps16 et rps16-trnQ  (Geleta et al., 2010) (Tab. 3).  Au sein 
de la famille des Scrophulariaceae s. l. cette région est utilisée par Wolfe et al. (2006) pour 
résoudre les relations phylogénétiques du genre Penstemon Mitchell où elle présente 12% de sites 
variables (Tab. 3). 
trnQ-rps16   
Le marqueur trnQ-trnK se trouve dans la région LSC du chloroplaste et contient 3 régions 
non codantes : l’espaceur intergénique trnQ-rps16, l’intron rps16 et l’espaceur intergénique 
rps16-trnK (Calvino et Downie, 2007 ; Scheunert et Heubl, 2010). L’intron rps16 (pour sous-
unité 16 de la protéine ribosomique), appartenant aux introns du groupe II, a beaucoup été utilisé 
ces dernières décennies pour réaliser les phylogénies au sein de différents groupes 
d’Angiospermes, tandis que les espaceurs intergéniques encadrant cet intron l’ont beaucoup 
moins été (Kelchner, 2002 ; Shaw et al., 2005 , 2007 ; Calvino et Downie, 2007).   
En effet, l’espaceur intergénique trnQ-rps16 s’est révélé plus variable que l’intron rps16 
(Lee et Downie, 2006 ; Timme et al., 2007). Shaw et al. (2007) montrent que cet espaceur 
présente la plus grande variabilité et le plus grand nombre de caractères informatifs des 13 
régions testées dans leur étude, ils conseillent son utilisation afin de résoudre les liens de parenté 
entre taxons proches. Calvino et Downie (2007) testent l’efficacité de cette région à différents 
niveaux taxonomiques à l’intérieur de la famille. Ils trouvent pour ce marqueur un pourcentage de 
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sites variables de 40% au sein de la sous-famille des Saniculoideae. De même au sein du genre 
Guizotia Cass., Geleta et al. (2010) constatent une variabilité de 27% pour ce marqueur, qui est le 
plus variable des 10 marqueurs chloroplastiques de leur étude (Tab. 3). Nous avons choisi de 
tester l’espaceur intergénique trnQ-rps16 car celui-ci s’est aussi révélé utile pour résoudre les 
relations phylogénétiques au sein de la famille des Scrophulariaceae s. s., chez le genre 
Scrophularia L. (Scheunert et Heubl, 2010). Dans cette étude ce marqueur présente un 
pourcentage de sites variables de 23.5% (Tab. 3). De plus, les amorces utilisées pour l’espaceur 
trnQ-rps16 au sein de la famille des Apiaceae sont aussi utilisées au sein du genre Scrophularia 
L. par Scheunert et Heubl (2010).   
 
rpoC1  
La région rpoC1 correspond à l’intron du gène chloroplastique codant pour l’ARN 
polymérase C1, situé sur la région LSC. Cet intron appartient aux introns du groupe II 
caractérisés par 6 domaines présentant des structures secondaires et ayant pour fonction de 
s’auto-épisser avant la traduction de l’ARNm en protéine (Kelchner, 2002). Cet intron est utilisé, 
entre autres, à un niveau infrafamilial chez les Fabaceae (Liston et Wheeler, 1994), les 
Papaveraceae (Schwarzbach et Kadereit, 1995) et les Apiaceae (Downie et al., 1996) et à un 
niveau infragénérique chez les genres Lathyrus L. (Fabaceae) (Asmussen et Liston, 1998), 
Gossypium L. (Malvaceae) (Small et al., 1998) et Trifolium  L. (Fabaceae) (Watson et al., 2000). 
Downie (1996) a élaboré des amorces universelles pour cette région. Cependant une étude de la 
sous-famille des Apioideae (Apiaceae) a montré moins de variabilité au sein de cette région 
qu’au sein des régions rpL16, rpS16 et matK (Downie et al., 2001).  
Pour ces raisons Shaw et al. (2005) excluent ce marqueur de leur travail d’investigation 
sur les marqueurs chloroplastiques évoluant rapidement. Néanmoins, Ford et al. (2009) 
comparent la variabilité de 11 marqueurs chloroplastiques à l’échelle spécifique et placent la 
séquence rpoC1 dans les 6 premières en terme de variabilité. RpoC1 est alors proposé comme 
barcode en combinaison avec trnH-psbA et matK. De plus, un autre avantage dans le choix de 
cette région est son pourcentage élevé de réussite d’amplification (Ford et al., 2009).  Da Cruz et 
al. (2013) utilisent cet intron pour effectuer une analyse phylogénétique du genre Hexachlamys 
(Myrtaceae) et ils obtiennent 13,5% de variation entre les séquences  (Tab. 3). Nous avons donc 
retenu cet intron dans la liste des marqueurs que nous souhaiterions tester chez Verbascum L. 
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Ycf5  
Ycf5 est une région chloroplastique codant pour une protéine de biogénèse du cytochrome 
c. Ce marqueur a été défini comme « barcode » potentiel par le Plant Working Group 
(www.kew.org/barcoding). En effet ycf5 pourrait remplir cette fonction en le combinant avec 
d’autres marqueurs chez certains groupes taxonomiques (Tab. 3, Ford et al., 2009). Néanmoins, 
cette région rencontre des problèmes pour son amplification chez certains groupes 
d’Angiospermes (Lahaye et al., 2007 ; Gonzalez et al,. 2009). Pour cette raison, nous souhaitons 
tout d’abord tester son amplification à l’aide des amorces proposées par Ford et al. (2009) puis 
ensuite sa variabilité entre les séquences des espèces appartenant au genre Verbascum L..   
2. Les marqueurs nucléaires ribosomiques 
Contrairement au génome chloroplastique généralement hérité par la mère, le génome 
nucléaire, qui est hérité des 2 parents, est recombiné à chaque génération. L’ADN ribosomique 
est le plus utilisé du génome nucléaire en systématique, notamment les gènes ribosomiques 16S 
ou 18S ainsi que la région ITS en systématique des plantes (Borsch et Quandt, 2009). 
L’introduction de marqueurs nucléaires en systématique des plantes a permis d’augmenter le 
niveau de résolution des phylogénies obtenues avec les seuls marqueurs chloroplastiques 
(Baldwin et al., 1995; Sang et al., 1995). L’utilisation des séquences nucléaires permet aussi 
d’identifier les taxons issus du phénomène d’hybridation en cas d’incongruence avec les arbres 
générés avec les données chloroplastiques (Andreasen et al., 1999 ; Guibert et al., 2009 ; Koch et 
al., 2010). De nombreuses études phylogénétiques sont menées à l’échelle interspécifique avec le 
marqueur ITS (Mort et Crawford, 2004) et dans la systématique moléculaire des Angiospermes 
(Hershovitz et Zimmer, 1996).  
 
ITS 
L’ITS (Internal Transcribed Spacer) est une région courte de l’ADN nucléaire 
ribosomique présente en nombreuses copies dans le génome nucléaire. Chaque unité répétée est 
composée de plusieurs régions soumises à des contraintes fonctionnelles et des taux d’évolution 
différents (Knaak et al., 1990 ; Baldwin et al., 1995, Kay et al., 2006). Elle  est composée d’une 
partie codante; 5,8s ainsi que de 2 séquences non codantes; ITS1 et ITS2 qui apportent plus de 
variation (Knaak et al., 1990 ; Andreasen et al., 1999 ; Shaw et al., 2005). Elle est courte et il 
existe des amorces universelles (Baldwin, 1992), ce qui facilite son utilisation par les 
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systématiciens. De plus, cet espaceur paraît suffisamment variable pour résoudre les relations 
phylogénétiques dans de nombreux groupes de plantes, à différents niveaux taxonomiques 
(Ritland et al., 1993 ; Baldwin et al., 1995 ; Sang et al., 1995 ; Andreasen et al., 1999 ; Mort et 
Crawford, 2004). Hershkovitz et Zimmer (1996) ont étudié la conservation de la séquence ITS2 
au sein des Angiospermes. Ils ont identifié 6 régions constantes et 6 régions variables avec un 
fort taux de GC pour les régions constantes. ITS1 présente quant à lui un patron de conservation 
plus complexe. Bien que son utilisation à une échelle interspécifique ait été validée par de 
nombreuses études l’espaceur présente une faible variabilité interspécifique dans certains 
groupes, notamment les taxons insulaires ayant récemment divergés (Mayol et Rossello, 2001). 
Chez certains taxons, la région peut présenter des paralogues divergents et dans ce cas nécessiter 
l’utilisation du clonage pour son amplification, mais aussi des structures secondaires dans des 
séquences de moins bonne qualité (Baldwin et al., 1995 ; Grob et al., 2004). Les amorces 
universelles utilisées se situent dans une zone très constante ce qui peut entraîner l’amplification 
de contaminants (Zhang et al., 1997 ; Cullings et Vogler, 1998).  
La région ITS est utilisée dans de nombreuses études phylogénétiques et 
phylobiogéographiques avec succès. Nous avons recensé de nombreuses études phylogénétiques 
dans lesquelles ce marqueur a montré plus de variabilité que les autres marqueurs utilisés aussi 
bien d’origine chloroplastique que nucléaire. En effet, sur la quinzaine d’études que nous avons 
reportées, dont 6 effectuées sur des genres appartenant à la famille des Scrophulariaceae s. l., le 
pourcentage de sites variables pour la région ITS peut varier de 7% à 60% (Tab. 3).  La région 
ITS2 est aussi  proposée comme barcode potentiel pour l’identification des plantes médicinales 
par Chen et al. (2010), après avoir comparé sa variabilité avec celles de 5 autres marqueurs 
proposés par le CBOL ; trnH-psbA, matK, rbcL, rpoC1 et ycf5.  
 
ETS 
L’ETS (External Trancribed Spacer) est un espaceur intergénique de la région 
ribosomique 18s-26s rDNA. Tout comme l’ITS, il semble jouer un rôle dans la maturation de 
l’ADN nucléaire (Musters et al., 1990 ; Good et al., 1997 ; Hitchen et al., 1997). De plus, la 
région ETS est plus longue que l’ITS et présente plus de variations (Markos et Baldwin, 2001). 
Son utilité en phylogénie moléculaire est démontrée dans plusieurs études (Baldwin et Markos, 
1998; Bena et al., 1998 ; Clevinger et Panero, 2000 ; Markos et Baldwin, 2001; Wright et al., 
2001; Garnatje et al., 2007; Datson et al., 2008; Galbany-Caslas et al., 2009; Logacheva et al., 
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2010). Chez le genre Lessigna (Asteraceae), Markos et Baldwin (2001) montrent que cette région 
a évolué par substitution nucléotidique 1,4 fois plus vite que les ITS. Celle-ci peut alors apporter 
plus d’information que les ITS pour résoudre les phylogénies entre taxons plus récents. Les 2 
régions étant dans la même unité de transcription, leur évolution n’est pas indépendante, elles 
sont soumises aux mêmes contraintes fonctionnelles. Andreasen et Baldwin (2001) préconisent 
alors l’utilisation de l’ETS en combinaison avec l’ITS. Néanmoins, des cas d’incongruence des 
phylogénies ont été reportés, mais serait le résultat d’une hétérogénéité de l’évolution concertée 
des paralogues des 2 régions (Galbany-Casals et al., 2009). 
Datson et al. (2008) utilisent l’ITS, l’ETS et l’intron trnL pour étudier le changement du 
trait d’histoire de vie (pérenne/annuel) du genre Nemesia (Scrophulariaceae s. l.). Le marqueur 
ETS est alors beaucoup plus variable que les 2 autres marqueurs et présente 45% de sites 
variables dont 30%  informatifs (Tab. 3). De plus, comme pour ITS, ce marqueur ribosomique 
peut être utile pour identifier un phénomène d’hybridation qui conduit à une déviation entre 
l’arbre obtenu avec l’ADN ribosomique et celui obtenu avec d’autres marqueurs (Andreasen et 
Baldwin, 2003) ou encore à la présence de paralogues (Galbany-Caslas et al., 2009). Cependant, 
l’élaboration d’amorces universelles est difficile en raison de la grande variation de longueur du 
NTS (Non Transcribed Spacer) qui précède l’ETS (Markos et Baldwin, 2001; Logacheva et al., 
2010).  
3. Les marqueurs nucléaires à faible nombre de copies 
Excepté les marqueurs ribosomiques, peu d’autres types de marqueurs nucléaires ont été 
testés en systématique des plantes (Grob et al., 2004 ; Archambault et Bruneau, 2004). Les 
marqueurs chloroplastiques et nucléaires ribosomiques restent les plus utilisés parce qu’ils sont 
techniquement plus faciles à manipuler et permettent aux systématiciens d’obtenir des données 
pour de nombreux taxons. Les gènes nucléaires à faible copie sont, quant à eux, beaucoup moins 
utilisés car la connaissance de ces gènes a longtemps été limitée en ce qui concerne leur nombre 
de copies et l’évolution concertée entre ces copies, rendant leur accession plus difficile. Le 
manque de disponibilité en amorces universelles limite aussi leur utilisation, et souvent le 
clonage est nécessaire pour pouvoir les séquencer, ce qui est plus couteux que le séquençage 
direct après PCR (Oh et Potter, 2003 ; Mason-Gamer et al., 1998). Pour les niveaux 
taxonomiques proches, les zones introniques de ces gènes sont les plus fréquemment utilisées 
mais il est souhaitable d’amplifier aussi au moins un exon pour faciliter les alignements de 
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séquences. Il existe une possibilité de variation due à l’hétérozygotie, posant la question du 
nombre de colonies à séquencer par individu pour apprécier la diversité nucléotidique. De même, 
il peut exister plusieurs allèles au sein d’une même population, il est donc préférable 
d’échantillonner plusieurs individus de la même espèce afin d’évaluer la diversité allélique (Mort 
et Crawford, 2004). Cela ne fait que quelques années que les gènes nucléaires à faibles copies 
sont utilisés afin de comprendre les relations de parenté entre espèces proches (Winkworth et 
Donoghue, 2004). Mort et Crawford (2004) ont identifié 16 régions nucléaires à faibles copies 
utilisables en phylogénie entre taxons proches. Parmi celles-ci, nous avons choisi d’en décrire 3 
potentiellement utilisables chez le genre Verbascum L.   
 
Waxy 
Une de ces régions est le gène codant pour la « granule-bound starch synthase I » (GBSSI, 
waxy). Ce gène présente 13 exons et 12 introns chez le riz et le maïs (Fortune et al., 2007) et  ces 
introns sont une source de données suffisante pour l’étude phylogénétique des genres au sein de 
la famille des Poaceae (Mason-Gamer et al., 1998). Bien que ce gène soit en copie unique chez 
de nombreux groupes d’Angiospermes, il est dupliqué chez certains autres, notamment dans la 
famille des Rosaceae, le genre Viburnum et le genre Spartinia (Evans et al., 2000; Winkworth et 
Donoghue, 2004; Fortune et al., 2007). Egan et Crandall (2008) l’utilisent dans leur étude de la 
tribu des Psoraleae (Fabaceae) avec le marqueur ITS et 6 marqueurs chloroplastiques et trouvent 
un pourcentage de sites variables dépassant les 50% pour GBSSI (Tab. 3). Pour réaliser la 
phylogénie du genre Garcinia (Clusiaceae), Sweeney (2008) montre l’utilité de ce gène dont les 
arbres étaient congruents avec ceux obtenus avec les séquences ITS, bien que moins résolus. 
Tank et Olmstead (2009) utilisent aussi ce gène pour étudier le genre Castilleja (Orobanchaceae) 
qui se révèle plus variable que les marqueurs chloroplastiques trnL-F et rpS16 combinés et que 
les marqueurs ribosomiques ITS/ETS combinés (Tab. 3). Nous avons donc choisi de tester 
l’utilité de ce gène dans notre étude.	
 
ncpGS 
Un autre bon candidat pour obtenir une bonne résolution des liens de parenté entre taxons 
proches est le gène nucléaire ncpGS exprimé dans le chloroplaste (Chloroplast-expressed 
glutamine synthetase). Ce gène nucléaire codant pour l’enzyme Glutamine Synthétase, joue un 
rôle dans le métabolisme de l’azote à travers l’assimilation de l’ammonium dans le glutamine. 
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Dans le chloroplaste, il est responsable de l’assimilation secondaire de l’ammonium produit lors 
de la photo-respiration. Ce gène appartient à une famille de multi-gènes, mais il a divergé des 
autres membres de la famille exprimés dans le cytosol avant la séparation des monocotylédones 
avec les dicotylédones (Emshwiller et Doyle, 1998). Pour tester l’utilité de ce gène pour de 
faibles niveaux taxonomiques, Emshwiller et Doyle (1998) comparent les séquences de 8 espèces 
du genre Oxalis (Oxalidaceae). Les auteurs ont aussi élaboré des amorces permettant 
l’amplification de la région qui comprend 5 exons et 4 introns. La variabilité de cette séquence 
est comparable, voire plus élevée que celle de la séquence ITS bien que la longueur des régions 
non codantes soit plus courte. Néanmoins cette séquence peut présenter des problèmes à 
l’alignement du fait de la présence d’introns riches en A/T. Dans une autre étude menée par 
Perret et al. (2003) sur la tribu des Sinningieae (Gesneriaceae), le gène ncpGS montre une grande 
variabilité de ses introns en comparaison avec 6 marqueurs chloroplastiques (Tab. 3) ainsi qu’un 
nombre de caractères potentiellement informatifs 2 à 5 fois plus élevés. De même chez le genre 
Cistus, cette région apporte plus de variabilité que l’espaceur intergénique chloroplastiques trnS-
G (Tab. 3), ce qui confirme son utilité pour résoudre les liens de parenté entre espèces proches.  
 
LEAFY 
Le gène LEAFY (LFY) est un gène nucléaire à une seule copie codant pour un facteur de 
transcription qui contrôle l’identité florale du méristème chez de nombreuses espèces. Il est de 
plus impliqué dans l’activation des organes floraux (Grob et al., 2004 ; Howarth et Baum, 2005). 
Ce gène est en copie simple dans le génome nucléaire des Angiospermes. Sa séquence contient 2 
introns au niveau de positions conservées et 3 exons (Grob et al., 2004). Frohlich et Meyerowitz 
(1997) rendent disponibles des amorces universelles pour le deuxième intron dont la longueur est 
très variable entre les différents groupes d’angiospermes (Howarth et Baum, 2005). La 
comparaison de cet intron entre 2 espèces du genre Gnetum (Gnetaceae) suggère un taux 
d’évolution rapide de ce marqueur et une utilité pour les reconstructions phylogénétiques entre 
espèces proches (Frohlich et Meyerowitz, 1997). L’utilité de cet intron pour travailler au niveau 
infragénérique a aussi été mise en évidence par Grob et al. (2004) dans leur étude du genre 
Amorphophallus (Araceae). Dans cette étude, cet intron, avec 20% de sites variables est le plus 
variable des marqueurs testés (Tab. 3). Les amorces utilisées (LFY1 et LFY2) permettent 
d’amplifier, en passant par une phase de clonage, une partie des exons 2 et 3, rendant possible 
l’identification des séquences effectivement amplifiées et de produire de nouvelles amorces plus 
 
	
40 
  
spécifiques. C’est la méthode utilisée par Oh et Potter (2003) dans la famille des Rosaceae;dans 
une première étape, la séquence est amplifiée puis clonée avec une première paire d’amorces 
pour la construction d’amorces plus spécifiques permettant ensuite de séquencer directement les 
produits amplifiées avec les premières amorces, sans passer par le clonage. 
Ces auteurs comparent la variabilité de plusieurs marqueurs avec celle de LEAFY et 
démontrent que l’intron de ce gène est le plus utile pour résoudre les phylogénies entre espèces, 
du fait de son nombre élevé de caractères phylogénétiquement informatifs. Il en est de même 
dans l’étude du genre Scaveola (Goodeniaceae) (Howarth et Baum, 2005). Dans la sous-famille 
des Caesalpinoideae (Fabaceae) Archambault et Bruneau (2004) démontrent alors que les exons 
du gène permettent de résoudre des liens de parenté à une échelle inter générique et familiale, 
alors que l’intron, plus variable leur permet de résoudre la phylogénie entre espèces appartenant à 
un même genre. Une étude phylogénétique réalisée sur le clade des Iochrominae (Solanaceae) 
démontre que l’intron 2 du gène LFY contient plus de caractères informatifs que les marqueurs 
ITS et GBSSI réunis (Smith et Baum, 2006). Pour la phylogénie du genre Nolana (Solanaceae), 
Tu et al. (2008) trouvent, avec 21% de sites variables, que cet intron est plus variable que les 4 
marqueurs chloroplastiques ndhF, trnH-psbA, rps16-trnK et trnC-psbM. Koopman et Baum 
(2010) réutilisent cette séquence dans leur analyse phylogénétique du genre Megistostegium 
(Malvaceae). Dans cette analyse, LFY présente un plus grand pourcentage de sites variables 
qu’un autre marqueur nucléaire (rpb2), et que le marqueur chloroplastique rpL16. Dans les études 
recensées ce marqueur présente de 14 à 42% de sites variables (Tab. 3), il pourrait alors être 
intéressant de le séquencer pour compléter la phylogénie du genre Verbascum L.  
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4. Utilisation combinée des marqueurs moléculaires chez les Scrophulariaceae s. l.
Chez de nombreuses familles d’Angiospermes, les études phylogénétiques combinent 
plusieurs marqueurs moléculaires d’origine différente. Chez les Scrophulariaceae s .l., l’étude 
phylogénétique du genre Veronica L. a été réalisée par Albach et al. (2004) en utilisant les 
marqueurs ITS et trnL-F de manière combinée. Datson et al. (2008) utilisent 2 marqueurs 
nucléaires ribosomiques (ETS et ITS) ainsi que l’intron chloroplastique trnL pour le genre 
Nemesia Vent. et avec une plus grande variabilité pour le marqueur ETS. Korhnall et Bremer 
(2004) utilisent quant à eux les marqueurs ndhF et ITS, les 2 étant suffisamment informatifs pour 
leur permettre d’établir une phylogénie robuste de la tribu des Limoselleae. Chez les 
Scrophulariaceae s. s., Carrio et al., (2010) mettent en évidence les phénomènes d’hybridation et 
d’évolution réticulée chez 3 espèces appartenant au genre Antirrhinum L. grâce à la combinaison 
des marqueurs trnH-psbA, trnT-L, trnK-matK, trnS-G et ITS, avec la plus grande variabilité 
apportée par le marqueur trnH-psbA. Scheunert et Heubl (2011) étudient les relations 
phylogénétiques et biogéographiques entre espèces du genre Scrophularia L. à l’aide des 
marqueurs chloroplastique trnQ-rps16 et trnH-psbA et du marqueur nucléaire ITS. Attar et al. 
(2011) étudient aussi les relations entre espèces eurasienne de ce même genre grâce au marqueur 
chloroplastique trnS-G et au marqueur nucléaire ITS. Plus récemment, une étude phylogénétique 
combinant 2 marqueurs chloroplastiques (trnL-F et rps16) et un marqueur nucléaire (ITS)  a  
permis de montrer la paraphylie du genre Leucophyllum Humb. & Bonpl. (Gandara et Sosa, 
2013). Ces études réalisées au sein de la même famille que celle du genre que nous étudions, 
nous ont ainsi permis de sélectionner plus spécifiquement les marqueurs moléculaires les plus 
appropriés à notre étude.   
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Tableau 3: Recensement des pourcentages de sites variables de différents marqueurs utilisés dans la littérature	
Marqueur	 Groupe	taxonomique	 type	biologique	 type	d'analyse	 Auteurs	 %	
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trnL-F	 Veronica	L.	(Scrophulariaceae	s.	l.)	 pérennes	 infragénérique	 Albach	et	al.,	2004	 17%	
Agalinis	Raf.	(Orobanchaceae)	 annuelles/pérennes	 infragénérique	 Petengill	et	Neel,	2010	 19%	
Cistus	L.	(Cistaceae)	 vivaces	 infragénérique	 Guzman	et	al.,	2009	 25%	
Helleborus	L.	(Renonculaceae)	 vivaces	 interspécifique	 Sun	et	al.,	2001	 28%	
trnS-G	 Scrophularia	L.	(Scrophulariaceae	s.	s.)	 vivaces	 infragénérique	 Attar	et	al.,	2011	 38%	
Gratiola	L.	(Scrophulariaceae	s.	l.)	 annuelles/pérennes	 infragénérique	 Shaw	et	al.,	2005	 10%	
Tamarix	L.	(Tamaricaceae)	 pérennes	 interspécifique	 Gaskin	et	Schaal,	2003	 24,50%	
trnH-psbA	 Scrophularia	L.	(Scrophulariaceae	s.	s)	 vivaces	 infragénérique	 Scheunert	et	Heubl,	2010	 41%	
Antirrhinum	L.	(Scrophulariaceae	s.	s)	 annuelles/pérennes	 infragénérique	 Carrio	et	al.,	2010	 10%	
Gratiola	L.	(Scrophulariaceae	s.	l.)	 annuelles/pérennes	 infragénérique	 Shaw	et	al.,	2005	 13%	
Agalinis	Raf.	(Orobanchaceae)	 annuelles/pérennes	 infragénérique	 Petengill	et	Neel,	2010	 31%	
Paeonia	L.	(Renonculaceae)	 pérennes	 infragénérique	 Sang	et	al.,	1997	 8%	
matK	 Antirrhinum	L.	(Scrophulariaceae	s.	s)	 annuelles/pérennes	 infragénérique	 Carrio	et	al.,	2010	 (+trnK)4%	
Gratiola	L.	(Scrophulariaceae	s.	l.)	 annuelles/pérennes	 infragénérique	 Shaw	et	al.,	2005	 (+trnK)7%	
Agalinis	Raf.	(Orobanchaceae)	 annuelles/pérennes	 infragénérique	 Petengill	et	Neel,	2010	 19%	
Helleborus	L.	(Renonculaceae)	 vivaces	 interspécifique	 Sun	et	al.,	2001	 27%	
Leucojum	L.	et	Galanthus	L.	(Amaryllidaceae)	 pérennes	 intergénérique	 Lledo	et	al.,	2004	 19%	
trnD-T	 Gratiola	L.	(Scrophulariaceae	s.	l.)	 annuelles/pérennes	 infragénérique	 Shaw	et	al.,	2005	 10%	
Astragalus	L.	(Fabaceae)	 annuelles/bisannuelles	 interspécifique	 Scherson	et	al.,	2008	 11%	
Salix	L.	(Salicaeae)		 pérennes	 infragénérique	 Chen	et	al.,	2010	 5%	
ndhF	 Limosella	L.	(Scrophulariaceae	s.	s)	 annuelles	aquatiques	 infragénérique	 Kornhall	et	Bremer,	2004	 40%	
trnC-petN	 Gratiola	L.	(Scrophulariaceae	s.	l.)	 annuelles/pérennes	 infragénérique	 Shaw	et	al.,	2005	 7%	
Penstemon	Schmidel	(Scrophulariaceae	s.	l.)		 vivaces	 infragénérique	 Wolfe	et	al.,	2006	 12%	
Guizotia	Cass.	(Asteraceae)	 annuelles	 infragénérique	 Geleta	et	al.,	2010	 22%	
trnQ-rps16	 Scrophularia	L.	(Scrophulariaceae	s.	s)	 vivaces	 	infragénérique	 Scheunert	et	Heubl,	2010	 23%	
Guizotia	Cass.	(Asteraceae)	 annuelles	 infragénérique	 Geleta	et	al.,	2010	 27%	
Saniculoideae	(Apiaceae)	 vivaces	 supragénérique	 Calvino	et	Downie,	2007	 40%	
rpoC1	 Nicotiana	L.	(Solanaceae)	 annuelles/bi-annuelles	 intraspécifique	 Ford	et	al.,	2009	 1,50%	
Hexachlamys	O.	Berg.	(Myrtaceae)	 pérennes	 infragénérique	 Da	Cruz	et	al.,	2013	 13,50%	
ycf5	 Nicotiana	L.	(Solanaceae)	 annuelles/bi-annuelles	 intraspécifique	 Ford	et	al.,	2009	 2,25%	
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ITS	 Scrophularia	L.	(Scrophulariaceae	s.	s)	 vivaces	 infragénérique	 Attar	et	al.,	2011	 40%	
Scrophularia	L.	(Scrophulariaceae	s.	s)	 vivaces	 infragénérique	 Scheunert	et	Heubl,	2010	 57%	
Veronica	L.	(Scrophulariaceae	s.	l.)	 pérennes	 infragénérique	 Albach	et	al.,	2004	 7%	
Nemesia	Vent.	(Scrophulariaceae	s.	l)	 annuelles/pérennes	 interspécifique	 Datson	et	al.,	2008	 33%	
Limosella	L.	(Scrophulariaceae	s.	s)	 annuelles	aquatiques	 infragénérique	 Kornhall	et	Bremer,	2004	 41%	
Antirrhinum	L.	(Scrophulariaceae	s.	s)	 annuelles/pérennes	 infragénérique	 Carrio	et	al.,	2010	 9%	
Melampyrum	L.(Orobanchaceae)	 annuelles/pérennes	 infragénérique	 Li	et	al.,	2008	 17%	
Lycium	L.	(Solanaceae)	 pérennes	 supragénérique	 Levin	et	al.,	2009	 10,00%	
Viburnum	L.	(Adoxaceae)	 pérennes	 infragénérique	 Donoghue,	2004	 22%	
Gaultheria	L.	(Ericaceae)	 pérennes	 interspécifique	 Lu	et	al.,	2010	 12%	
Tamarix	L.	(Tamaricaceae)	 pérennes	 interspécifique	 Gaskin	et	Schaal,	2003	 44%	
Arabis	L.	(Brassicaceae)	 annuelles/pérennes	 interspécifique	 Koch	et	al.,	2010	 12%	
Cistus	L.	(Cistaceae)	 vivaces	 infragénérique	 Guzman	et	al.,	2009	 29%	
Helleborus	L.	(Renonculaceae)	 vivaces	 infragénérique	 Sun	et	al.,	2001	 33%	
Leucojum	L	./	Galanthus	L.(Amaryllidaceae)	 pérennes	 intergénérique	 Lledo	et	al.,	2004	 60%	
ETS	 Nemesia	L.	(Scrophulariaceae	s.	l)	 annuelles/pérennes	 interspécifique	 Datson	et	al.,	2008	 45%	
Helichrysum	Mill.	(Asteraceae)	 annuelles/pérennes	 infragénérique	 Galbany-Casals	et	al.,	2009	 24%	
Calycadenia	DC./Osmadenia	Nutt.	
(Asteraceae)	 annuelles	 intergénérique	 Baldwin	et	Makos,	1998	 33%	
Tordylieae	(Apiaceae)	 annuelles/pérennes	 supragénérique	 Longacheva	etal.,	2010	 69%	
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GBSSI	 Castilleja	(Orobanchaceae)	 annuelles		 interspécifique	 Tank	et	Olmstead,	2009	 25%	
Psoraleeae	(Leguminosae)	 annuelles/pérennes	 supragénérique	 Egan	et	al.,	2008	 53%	
Viburnum	L.	(Adoxaceae)	 pérennes	 infragénérique	
Winkworth	et	Donoghue	
2004	 19%	
ncpGS	 Sinningieae	(Gesneriaceae)	 pérennes	 supragénérique	 Perret	et	al.,	2003	 24%	
Cistus	L.	(Cistaceae)	 pérennes	 infragénérique	 Guzman	et	al.,	2009	 21%	
LFY-int2	 Iochrominae	(Solanaceae)	 pérennes	 supragénérique	 Smith	et	Baum,	2006	 42%	
Nolana	L.	(Solanaceae)	 annuelles/pérennes	 infragénérique	 Tu	et	al.,	2008	 21%	
Gonolobus	(Apocynaceae)	 pérennes		 infragénérique	 Krings	et	al.,	2008	 34%	
Megistostegium	Hochr.	(Malvaceae)	 pérennes	 interspécifique	 Koopman	et	Baum	2010	 14%	
Amorphophallus	Blume	ex	Decne.	(Araceae)	 annuelles/pérennes	 interspécifique	 Grob	et	al.,	2004	 20%	
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B. Matériel et méthodes 
1. Collecte du matériel dans les différents pays méditerranéens 
Les plantes appartenant au genre Verbascum L. ont été collectées en France, en Espagne, en 
Grèce et en Turquie principalement. Plus de 150 plantes ont ainsi été, pour la majorité, récoltées 
en pleine période de floraison dans leur milieu naturel. Des photos ont été prises, puis chaque 
partie aérienne de la plante a été prélevée : quelques feuilles de la rosette basale, une portion de 
tige pour avoir les feuilles caulinaires ainsi que l’inflorescence. Pour certaines plantes, qui étaient 
déjà en fin de floraison, les graines ont été prélevées pour être cultivées l’année suivante afin de 
pouvoir observer les fleurs, essentielles à l’identification des espèces. Les plantes ainsi collectées 
ont par la suite été pressées puis montées en herbier. Au moment de la récolte de chaque plante, 
un échantillon de feuilles a été prélevé et conservé dans le silica gel avant d’être utilisé pour les 
extractions d’ADN.	
2.  Détermination des plantes collectées 
Nous avons déterminé les plantes collectées à l’aide des différentes flores que nous possédons 
et qui recouvrent les pays de collecte. Pour les espèces turques, Flora of Turkey vol.6 (Davis, 
1978) a été utilisé. Pour les espèces collectées en Europe, nous avons utilisé Flora Europea 
(Ferguson, 1972), la flore de Coste (1937), Flora Iberica (Benedi, 2009), Flora Helvetica 
(Laubert et Wagner, 2000) et Mountain Flora of Greece (Strid, 1986). Notons qu’une clé de 
détermination simplifiée pour les espèces rencontrées en France a aussi été écrite par L. Civeyrel 
(Annexe 1). 
La détermination des espèces du genre Verbascum est une tâche ardue car les caractères 
morphologiques utilisés dans les différentes clés de détermination ne sont pas toujours bien 
discriminants, imposant de faire des choix difficiles et pouvant conduire à des erreurs dans cette 
détermination. Les spécimens d’herbiers, et notamment les types, sont indispensables et 
permettent de confirmer ou de réfuter la détermination effectuée à l’aide les flores. 
Il existe plusieurs grands herbiers européens possédant un nombre important d’échantillons 
de Verbascum qui  y ont été déposés par différents collecteurs et selon les pays de récolte. Par 
exemple, Edmond Boissier (1810-1847), botaniste genevois a beaucoup voyagé aux 2 extrémités 
du Bassin méditerranéen, plus précisément dans la péninsule Ibérique d’une part, et en Grèce et 
au Moyen-Orient d’autre de part. A l’issue de ces voyages, Boissier a déposé ses collections à 
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Genève où il a rédigé Flora Orientalis. L’herbier de Genève contient aussi de nombreux 
spécimens de Verbascum collectées en Grèce lors des campagnes de Strid en 2000 pour Flora 
Graeca, dont le volume traitant les Scrophulariaceae s. s. n’a pas encore été publié à ce jour. 
Murbeck (1859-1946), qui a écrit la seule monographie du genre à ce jour, a déposé son herbier à 
l’université de Lund (voyages en Afrique du Nord, en Grèce, Bulgarie et Suède). L’herbier Maire 
d’Afrique du Nord est conservé à Montpellier. On y trouve aussi dans l’herbier général de 
nombreux spécimens du genre Verbascum, collectés en particulier en France. De nombreux 
spécimens types sont aussi conservés au sein des herbiers du Royal Botanical Garden of 
Edinburgh (RBGE) et du Royal Botanic Gardens de Kew, au Royaume Uni, notamment un 
nombre important de spécimens turcs ayant servi à la rédaction de Flora of Turkey (Huber-
Morath, 1978). Leur consultation s’est avérée vraiment indispensable pour comparer 
morphologiquement nos échantillons avec les spécimens d’herbiers, notamment les types, ayant 
servi à la description des espèces turques. A l’occasion de cette thèse, j’ai travaillé dans les 
herbiers de Montpellier, Genève, Kew et Edinburgh. 	
3. Echantillonnage
Avant cette thèse, 3 études de Master (Navé, 2007 ; Rival, 2008 et Volebele, 2009) avaient 
déjà permis le séquençage d’une centaine de taxons appartenant au genre Verbascum L. 
(représentant environ 60 espèces) collectés principalement en France et en Turquie. Cette liste a 
ensuite été complétée par de nouvelles collectes sur le terrain en Turquie en 2008 (20 plantes), en 
Grèce en 2009 (18 plantes) et en Espagne en 2010 (14 plantes). Nous avons aussi pu récolter 5 
échantillons de plantes du jardin botanique de Genève ainsi que bénéficier d’un don de matériel 
de la part de l’herbier de Genève pour 12 plantes collectées en Grèce, en Turquie mais aussi 2 en 
Bulgarie et une en Ethiopie. 
La liste de taxons a ensuite été réactualisée pour nos analyses. En effet, à partir des 
phylogénies obtenues lors de la dernière étude (Volebele, 2009), nous avons choisi d’éliminer : 
(i) les taxons dont l’échantillon d’herbier était insuffisant pour l‘étude des caractères 
morphologiques, (ii) les doublons de séquences des taxons déjà bien représentés dans notre 
échantillonnage. Ainsi, 13 taxons n’ont pas été séquencés pour les nouveaux marqueurs. En 
raison des problèmes d’hybridation, nous avons conservé en priorité les espèces dont nous 
possédions au moins 2 représentants, mais cette condition n’étant pas remplie pour toutes les 
espèces, certains taxons rares n’ont qu’un seul représentant dans la phylogénie.  
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Sur un total de 150 échantillons collectés 77 taxons déterminés sans ambiguïté, représentant 
34 espèces, ont fait l’objet du premier article de cette thèse, leur liste se trouve dans le Tab. 1 de 
l’article 1 (cf. p.86). 15 nouveaux taxons, représentant 6 espèces et 4 hybrides potentiels, ont 
ensuite été ajoutés au deuxième article (cf. Tab. 1, article 2, p.109). Compte-tenu du nombre 
d’espèces recensées au sein de ce genre estimé à 360 (Heywood, 1993 ; Mabberley, 2008), cette 
liste ne représente qu’environ 11% de toutes les espèces recensées de Verbascum. En raison de la 
dispersion des taxons dans les pays méditerranéen et au delà, cet échantillonnage est encore 
incomplet et nous n’avons pas pu intégrer les dernières récoltes (Maroc, Iran, Turquie) qui sont 
encore en cours d’identification et qui seront incluses dans les travaux futurs. 	
4. Choix du groupe externe 
L’objectif principal de ce travail étant de réaliser une première phylogénie robuste du genre 
Verbascum L., nous avons voulu choisir des groupes externes proches de celui-ci pour 
l’enracinement de nos arbres phylogénétiques. Au début de ce travail de thèse, de nombreux 
genres appartenant principalement à la famille des Scrophulariaceae s. l. avaient été sélectionnés 
comme groupes externes potentiels. Ces taxons ainsi que leur famille/tribu d’appartenance sont 
listées dans le tableau 4. Parmi eux, 5 ont finallement été collectés et mis en herbier ; 2 espèces 
(Digitalis purpurea L. et Keckiella cordifolia  Straw) appartenant désormais à la famille des 
Plantaginaceae et 3 espèces (Leucophyllum frutescens I. M. Johnston; Scrophularia canina L. et 
Scrophularia nodosa L.) appartenant à la famille des Scrophulariaceae s. s., Scrophularia L. étant 
le genre le plus proche du genre Verbascum L.. 
5. Test des marqueurs moléculaires 
D’après Shaw et al. (2005), il existe une variation prédictible dans un groupe donné du 
niveau de variabilité de différentes régions non codantes. En effet, une étude préliminaire de 3 
espèces permet de prédire la quantité d’information pouvant être apportées par un marqueur à une 
analyse phylogénétique et ainsi d’affiner le choix (Shaw et al., 2007). C’est ce que nous avons 
choisi de faire, en complément du travail de Volebele (2009) afin de tester les différents 
marqueurs à notre disposition, mais en réalisant une étude comprenant 5 à 10 taxons au lieu de 3 
pour une meilleure investigation. Dans cette étude, nous avons choisi de comparer le nombre 
total de caractères informatifs (PIC) ainsi que le pourcentage de variabilité de chacun des 
marqueurs, bien que du point de vue systématique, le nombre de PIC soit plus intéressant (Shaw 
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et al., 2005). Ceci signifie que la région choisie doit être variable mais aussi suffisamment longue 
pour présenter un nombre de PICs raisonnable. 
 
Tableau 4 : Liste des taxons testés pour le choix du groupe externe   
Nom du taxon Famille Tribu	
Antherothamnus pearsonii N.E.Br. Scrophulariaceae s. s.  Scrophularieae	
Antirrhinum majus L. Plantaginaceae Antirrhineae	
Bartholttia madagascariensis  aut Scrophulariaceae s. s. Manuleeae	
Buddleja polystachia Fresen. Scrophulariaceae s. s. Buddlejeae	
Buddleja saligna Willd. Scrophulariaceae s. s. Buddlejeae	
Digitalis purpurea L. Plantaginaceae Digitalideae	
Keckiella cordifolia Straw Plantaginaceae Cheloneae	
Leucophyllum frutescens I. M. 
Johnston Scrophulariaceae s. s. Leucophyleae	
Leucophyllum minus A. Gray Scrophulariaceae s. s. Leucophyleae	
Lyperia antirrhinoides L. f. Scrophulariaceae s. s. Manuleeae	
Manuleopsis dinteri Thall. Scrophulariaceae s. s. Manuleeae	
Oreosolen wattii Hook. f. Scrophulariaceae s. s. Scrophularieae	
Scrophularia aquatica Scrophulariaceae s. s. Scrophularieae	
Scrophularia canina L. Scrophulariaceae s. s. Scrophularieae	
Scrophularia canina L. Scrophulariaceae s. s. Scrophularieae	
Scrophularia macrantha Greene ex 
Stiefelhagen Scrophulariaceae s. s. Scrophularieae	
Scrophularia nodosa L. Scrophulariaceae s. s. Scrophularieae	
Scrophularia peregrina L. Scrophulariaceae s. s. Scrophularieae	
 
Les taxons choisis pour cette étude sont présentés dans le tableau 5. Parmi eux, 2 
outgroups ont été choisis, un éloigné et un proche du genre Verbascum. Les espèces de 
Verbascum ont, quant à elles, été choisies de manière à avoir une bonne représentativité de la 
diversité au sein de ce genre. Ainsi, Verbascum blattaria et V. virgatum, qui forment ensemble un 
clade basal du genre, ont été choisies. De plus, V. blattaria est distribué en Europe et en Turquie 
alors que V. virgatum ne se retrouve qu’en Europe. Le deuxième groupe choisi est celui de V. 
epixanthinum et V. boerhavi, 2 espèces tomenteuses, dont le premier est turc et la deuxième 
européenne. 2 séquences de V. sinuatum ont aussi été incluses pour intégrer la variation observée 
au sein de cette espèce répartie aussi bien en Europe qu’en Turquie. Enfin, le troisième groupe est 
celui de V. chaixii et V. nigrum qui forment un complexe spécifique difficile à discriminer. Dans 
son travail, Volebele (2009) n’avait pas inclus V. nigrum à cause de problèmes de séquençage 
que nous avons ensuite résolu. 
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Tableau 5 : Liste des taxons choisis pour le test des marqueurs moléculaires 
Espèce N° herbier Tribu Collecteur, lieu de collecte Date de 
collecte	
Digitalis purpurea L. 1857 Digitalideae Civeyrel, France, cultivé 23/10/2007	
Scrophularia canina L ON40 Scrophularieae O. Navé, France, St-Cyprien 09/05/2007	
Verbascum blattaria L. ON3 Scrophularieae O. Navé France 31/08/2006	
Verbascum boerhavi L. ON57 Scrophularieae O. Navé, France, Fabian St-Lary , 20/06/2007	
Verbascum chaixii Vill. 1839 Scrophularieae Civeyrel, France, Drôme 01/07/2007	
Verbascum epixanthinum 1868 Scrophularieae Civeyrel, Turquie, cultivé 03/06/2008	
Verbascum sinuatum L. ON8a Scrophularieae O. Navé, France 13/09/2006	
Verbascum sinuatum L. 1813 Scrophularieae Civeyrel, Turquie, Antalya 02/06/2007	
Verbascum virgatum ON55 Scrophularieae O. Navé, France, Marsac/Tarn la bastide 26/05/2007	
Verbascum nigrum 1853 Scrophularieae Civeyrel, France, Ariège, Mas d'Azil 15/07/2007	
La variabilité de 8 marqueurs moléculaires a été testée sur cet échantillonnage de 
Verbascum. Ces marqueurs, ainsi que les amorces et le programme utilisés pour leur 
amplification sont présentés dans le tableau 6. Pour le marqueur ITS, des amorces spécifiques au 
genre Verbascum ont été crées par Civeyrel (2007). Nous avons finalement conservé 5 de ces 
marqueurs pour la suite de nos analyses car leur amplification n’a pas posé de problèmes; le 
marqueur nucléaire ITS, les marqueurs chloroplastiques trnS-G, trnL-F, trnH-psbA et une partie 
de matK. Nous avons rencontré quelques problèmes concernant l’amplification du marqueur 
trnS-G, dont les gels de migration présentaient parfois 2 bandes, en raison de la présence de poly 
X qui stoppait prématurément la polymérase, ce qui a réduit la qualité des séquences pour 
certains taxons. 
Bien que leur amplification n’aie posé aucun problème, nous avons exclu les marqueurs 
trnG-G, ycf5 et rpoC1 car ils ne présentaient pas assez de variabilité entre les différentes espèces 
de Verbascum L. (Tab. 7). Nous n’avons pas retenu les marqueurs ETS, LFY et ncpGS car nous 
n’avons pas réussi à les amplifier avec les amorces universelles proposées dans la littérature. 
L’amplification du marqueur trnC-petN, plus variable que trnL-F au sein des Verbascum L., étant 
très facile, l'utilisation de ce marqueur semble être prometteuse pour les travaux futurs. 
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Tableau 6 : Amorces et programmes d’amplification utilisés pour chaque marqueur moléculaire
Marqueur Amorce Séquence 5’-3’ Référence Programme PCR 
psbA-trnH psbAf GTT ATG CAT GAA CGT AAT GCT C Sang et al., 1997 80°C-5min 
35 x (94°C-30sec, 53°C-30sec, 72°C-1min) 
72°C-10min trnH 
(GUG) CGC GCA TGG TGG ATT CAC AAT CC Tate et Simpson, 2003 
trnL-L-F trnL (UAA) CGA AAT CGG TAG ACG CTA CG Taberlet et al., 1991 95°C-5min 
35 x (96°C-5sec, 52°C-5sec, 68°C-24sec) 
72°C-1min 
trn F 
(GAA) ATT TGA ACT GGT GAC ACG AG Taberlet et al., 1991 
trnS-G trnS  GCU GCC GCT TTA GTC CAC TCA GC Hamilton, 1999 96°C-5min 
30 x (96°C-45sec, 52°C-1min, 72°C-1min 
72°C-10min trnG UCC GAA CGA ATC ACA CTT TTA CCA C Hamilton, 1999 
trnG-G trnG UUC GTA GCG GGA ATC GAA CCC GCA TC Shaw et al., 2005 80°C-5min 
35 x (95°C-1min, 50°C-1min, 65°C-5min) 
65°C-5min trnG2G GCG GGT ATA GTT TAG TGG TAA AA Shaw et al., 2005 
matK 390F CGA TCT ATT CAT TCA ATA TTT C Cuénoud et al., 2002 95°C-5min 
35 x (96°C-5sec, 48°C-30sec, 72°C -1min) 
72°C -7 min 1326R TCT AGC ACA CGA AAG TCG AAG T Cuénoud et al., 2002 
ycf5 2F-outer ACT TTA GAG CAT ATA TTA ACT C Chen et al., 2010 94°C- 4min 
40 x (94°C -30 sec, 53°C -40 sec, 72°C -40 sec) 
72°C-10min 4R-outer CCC AAT ACC ATC ATA CTT AC Chen et al., 2010 
rpoC1 1F-outer GTG GAT ACA CTT CTT GAT AAT GG Ford et al., 2009 94°C-1min,  
40 x (94°C-30sec, 53°C-40sec, 72°C-40sec), 
72°C-5min. 4R-outer CCA TAA GCA TAT CTT GAG TTG G Ford et al., 2009 
ITS LC-F AGG AGA AGT CGT AAC AAG G Civeyrel (non publié) 94°C- 3min 
33 x (94°C -1min, 50°C-1min, 72°C -1min) 
72°C-7min LC-R GTA ATC CCG CCT GAC CT Civeyrel (non publié) 
trnC-petN trnC CCA GTT CAA ATC TGG GTG TC Demesure et al., 1995 80°C, 5 min 
35x (94°C, 1 min; 50–55°C, 1 min; 72°C, 3.5 
min);  
72°C, 5 min. 
ycf6R G CCC AAG CRA GAC TTA CTA TAT CC AT Shaw et al., 2005 
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Tableau 7: Variabilité des différents marqueurs moléculaires testés. 
Caractéristiques des matrices ITS trnS-G trnG-G trnL-F trnH-psbA MatK Ycf5 rpoC1 
trnC-
petN	
Nombre de taxa * longueur matrice 10*657 10*864 9*634 10*907 10*615 10*916 10*393 5*599 5*960	
Nombre de caractères variables et % (matrice 
complète) 
137 
(21%) 
123
(14,2%) 45 (7%) 84 (9%)
121 
(20%) 
102
(11%) 40 (10%) 18 (3%)
98 
(10%)	
Nombre de caractères informatifs et % (matrice 
complète) 24 (4%) 
19 
(2,2%) 
6 
(0,95%) 
13 
(1,4%) 25 (4%)
22 
(2,4%) 4 (1%) 0 (0%) 2 (0,2%)
Nombre de caractères variables et % (entre 
Verbascum) 28 (4,3%) 17 (2%) 
4 
(0,63%) 
7 
(0,8%) 
20 
(3,2%) 
13 
(1,5%) 
1 
(0,25%) 
2 
(0,3%) 10 (1%)
Nombre d'arbres 1 13 75 1 15 1 1 1 3	
Longueur de l'arbre le plus court 159 131 52 85 135 106 44 18 99	
Indice de cohérence CI (CI excluant les 
caractères non informatifs) 0,7222 0,875 1 1 0,8182 0,9583 1 0 1	
Indice de rétention RI 0,7059 0,8889 1 1 0,8182 0,9667 1 0 1	
Indice de cohérence recalculé RC 0,6615 0,8685 1 1 0,7818 0,9575 1 0 1	
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III. Analyse morphologique du genre Verbascum L.
A. Choix des caractères morphologiques 
En nous basant sur nos observations lors de l’identification des taxons collectés, sur les 
échantillons observés dans les herbiers de Montpellier, Genève, Kew et Edinburgh, ainsi que sur 
la littérature, nous avons sélectionné 25 caractères dont nous avons listé les différents états 
possibles pour chacun d’entre eux afin de réaliser une analyse morphologique du genre. 
Sur ces 25 caractères morphologiques, 12 sont binaires au sein du genre Verbascum L. 
et 13 sont à états multiples. La liste de ces caractères ainsi que de leurs états associés est 
présentée dans le Tableau 8. Nous allons expliciter ci-dessous les caractères ainsi que les états de 
ces caractères. 
1. Cycle biologique
Chez de nombreux genres de plantes méditerranéens, on trouve un mélange de plantes 
ligneuses et d’herbacées ou un mélange d’espèces annuelles et pérennes (genres Euphorbia, 
Alyssum, Biscutella, Iberis, Dianthus, Bupleurum, Potentilia, Primula, Centaurea, Androsace, 
Hieracium, Ononis, Medicago, Anthyllis, Viola, Stachys, etc.). La plupart des espèces de 
Verbascum sont des plantes monocarpiques, c'est-à-dire qu’elles ne fleurissent qu’une seule fois 
au cours de leur vie, généralement bisannuelles (rarement annuelles). Cependant quelques 
espèces sont polycarpiques et vivaces. Nous avons intégré ce caractère écologique à notre matrice 
car il serait intéressant de déterminer quel est le caractère ancestral chez les Verbascum L.. 
2. Section de la tige
La tige des Verbascum est de 2 types à l’état végétatif, pour la majorité des espèces qui 
possèdent une rosette, elle est réduite à quelques cm et pas ou peu ramifiée. Elle peut être pérenne 
(V. nigrum), ou éphémère chez les espèces monocarpiques. Pour les espèces ramifiées à l’état 
végétatif (V. spinosum) elle est beaucoup plus développée et ramifiée. Au moment de la floraison 
un axe de l’inflorescence se développe qui porte le plus souvent des ramifications. Cet axe qui se 
développe pour la floraison est le plus souvent cylindrique, parfois strié, mais peut aussi être 
anguleux, ce qui est caractéristique chez certaines espèces, comme V. speciosum (Fig. 7), et 
permet son identification. Parfois chez certaines espèces il est possible d’observer des plantes à 
section de tige hétérogènes cylindrique ou anguleuse.  
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Figure 7 : V. speciosum (tige anguleuse) 
 
3. Insertion des feuilles caulinaires 
Chez Verbascum L., les feuilles caulinaires se développent en général au moment de la 
floraison et se transforment progressivement en bractées, ce qui explique qu’elles soient parfois 
différentes des feuilles de la rosette. Les feuilles caulinaires peuvent être très décurrentes à leur 
base (c’est-à-dire que leur limbe se prolonge et est soudé le long de la tige) parfois donnant un 
aspect ailé à la tige chez V. thapsus (Fig. 8.a), ou non décurrentes comme chez V. lychnitis (Fig. 
8.b). La plupart du temps, chez les espèces dont les feuilles caulinaires sont décurrentes, les 
feuilles basales de la rosette sont alors sessiles alors que les espèces dont les feuilles caulinaires 
ne sont pas décurrentes peuvent présenter des feuilles de la rosette pétiolées ou sessiles. Ce 
caractère a été utilisé par Schrader (1813) pour diviser le genre Verbascum en 2 sections ; Foliis 
decurrentibus (feuilles décurrentes) et Foliis non decurrentibus (feuilles non décurrentes). 
 
 
Figure 8 : a. V. lychnitis (feuilles non décurrentes) et b. V. thapsus (feuilles décurrentes sur la 
tige) 
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4. Forme des feuilles basales 
La forme des feuilles est variable selon les espèces de Verbascum. Bien qu’il arrive que, 
chez certaines espèces, la forme des feuilles caulinaires soit différente de celle des feuilles de la 
rosette, la plupart du temps les 2 types de feuilles ont une forme similaire, les caulinaires de taille 
réduite. Nous avons donc choisi de lister les 9 différentes formes de feuilles de la rosette que 
nous avons observées. Celles-ci sont présentées dans la Figure 9.  
 
   0        1    2         3      4      5           6               7  
Figure 9 : Les différentes formes de feuilles basales rencontrées chez Verbascum L.  
(0) lancéolée, (1) lyrée, (2) ovale, (3) elliptique, (4) orbiculaire, (5) cordée, (6) oblongue, (7) runcinée 
(illustrations tirées de Swink et Wilhem, 1994) 
 
5. Marge des feuilles 
La marge des feuilles peut être entière comme celle des feuilles lancéolées de V. 
chrysochaete, mais aussi crénée ou crénulée comme chez V. phoeniceum ou chez V. thapsus, 
dentée comme chez V. parviflorum, ou incisée-lobée comme chez V. sinuatum, ou enfin ondulée 
comme chez V. undulatum. La Figure 10 illustre les différents types rencontrés selon les espèces.  
 
   0  1  2   3  4  5   
Figure 10: Les différents types de marge des feuilles basales de Verbascum L. 
(0) entière, (1) crénée, (2) crénulée, (3) dentée, (4) incisée-lobée, (5) ondulée 
 (Illustrations tirées de Swink et Wilhem, 1994) 
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6. Nature des poils de l’indumentum
 Toutes les espèces de Verbascum présentent un indumentum pouvant recouvrir toutes les 
parties de la plante sauf l’intérieur de la corolle, le style et le stigmate. Les trichomes, ou poils 
composant cet indumentum peuvent être de 3 types : glanduleux non ramifiés (Fig. 11, A, B, 
Ca&b), caractéristiques du groupe Singuliflora-Cladotricha de Murbeck (1933), non glanduleux 
et non ramifiés (Fig. 11, D), caractéristiques du groupe Singuliflora-Adenotricha, et non 
glanduleux et ramifiés (Fig. 11, F à L) caractéristiques du groupe Singuliflora-Holotricha. Dans 
tous les cas, les poils non glanduleux sont articulés, c'est-à-dire qu’ils présentent des cloisons 
transversales intérieures. Les poils non glanduleux ramifiés sont de types très variables, sur 
certaines espèces ils peuvent être bifides ou trifides, étoilés, sur d’autres composés d’un ou 
plusieurs verticilles, ou encore plus complexes. Des poils particuliers recouvrent parfois le filet 
des étamines, ceux-ci sont simples, sans cloisons et papilleux (Fig. 11, E). Dans la flore de 
Turquie, Huber-Morath utilise ce caractère dans la clé de détermination pour séparer les espèces 
ayant 5 étamines et des poils simples glanduleux ou non, de celles ayant 5 étamines et des poils 
ramifiés. Dans notre matrice morphologique, nous distinguerons les poils simples et les poils 
ramifiés.  
7. Présence de poils glanduleux
Les poils glanduleux ne sont pas présents sur toutes les espèces, contrairement aux poils 
non glanduleux. De plus, quand ils sont présents ils sont accompagnés de poils non glanduleux 
qui rendent leur identification parfois difficile lorsque l’indumentum est dense. Il faut parfois 
bien gratter les poils non glanduleux ramifiés pour pouvoir observer les glandes qui sont le plus 
souvent de couleur blanchâtre. Bentham (1846) a regroupé les espèces dont l’indumentum est très 
peu dense et dont les poils glanduleux sont facilement visibles comme chez l’espèce V. 
levanticum (Fig. 12). Nous avons donc choisi d’intégrer le caractère présence/absence de poils 
glanduleux à notre matrice morphologique. 
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Tableau 8 : Liste des caractères morphologiques sélectionnés et états de caractères associés 
1 Cycle biologique (0) plante monocarpique annuelle/bisannuelle, (1) plante polycarpique vivace 
2 Tige (0) cylindrique, (1) anguleuse, (2) les 2 
3 Feuilles caulinaires (0) décurrentes, (1) non décurrentes 
4 Feuilles basales (0) lancéolées, (1) lyrées, (2) ovales, (3) elliptiques, (4) orbiculaires, (5) cordées, (6) oblongue, (7) runcinées 
5 Marge des feuilles (0) entière, (1) crénée, (2) crénulée, (3) dentée, (4) incisée-lobée, (5) ondulée 
6 Trichomes de l'indumentum (0) simples, (1) ramifiés 
7 Trichomes glanduleux (0) absents, (1) présents 
8 Bractée (0) lancéolée, (1) orbiculaire, (2) ovale, (3) triangulaire, (4) linéaire, (5) cordée 
9 Bractéoles (0) absentes, (1) présentes 
10 Inflorescence (0) lâche, (1) dense 
11 Ramification de l'inflorescence (0) simple, (1) elliptique, (2) pyramidale, (3) ovale, (4) oblongue, (5) large panicule 
12 Nombre de fleurs par bractée (0) 1 à 3 fleurs, (1) glomérule sessile de 2-nombreuses fleurs, (2) glomérule pédonculé de 2-nombreuses fleurs 
13 Couleur de la corolle (0) jaune, (1) violet 
14 Extérieur de la corolle (0) glabre, (1) tomenteux, (2) glanduleux 
15 Glandes pellucides (0) absentes, (1) présentes 
16 Lobe du calice (0) linéaire, (1) lancéolé, (2) spatulé, (3) triangulaire, (4) oblong 
17 Taille du calice (0)< pédicelle, (1) = pédicelle, (2)> pédicelle 
18 Nombre d'étamines fertiles (0) 4 étamines, (1) 5 étamines 
19 Anthères (0) homogènes toutes réniformes, (1) hétérogènes les 2 inférieures décurrentes 
20 Poils sur filets staminaux (0) blanc/jaune, (1) mauve-violet, (2) les 2 
21 Capsule (0) ovale, (1) oblongue, (2) globeuse, (3) elliptique, (4) cylindrique, (5) pyramidale 
22 Forme du stigmate (0) spatulé (décurrent sur le style), (1) capité (non décurrent sur le style) 
23 Couleur du filet staminal (0) orange, (1) rougeâtre, (2) jaune 
24 Couleur de la gorge de la corolle (0) rouge/pourpre sur corolle jaune, (1) identique aux pétales, (2) rouge/blanc sur corolle violette 
25 Départ de l’inflorescence (0) partie inférieure de la plante, (1) milieu de la plante, (2) partie supérieure de la plante 
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Figure 11 : Les différents types de trichomes rencontrés chez Verbascum, d’après 
Murbeck (1933) A : V. Blattaria L., calice ; B : V. virgatum With., extérieur de la corolle ; 
Ca&B : V. macrocarpum Boiss., tige ; D : V. lyratifolium (Köch.) Benth., tige ; E : V. 
phlomoides L., filet staminal; F&G : V. virgatum With., extérieur de la corolle ; H : V. 
mesopotamicum Boiss., calice ;  I : V. atlanticum Batt., pédicelle ; K: V. lasianthum 
Boiss., pédicelle ; L : V. glabratum subsp. bosnense Maly, pédicelle.  
Figure 12 : V. levanticum (poils glanduleux sur axe de l’inflorescence, bractée et calice) 
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8. Forme des bractées 
La forme des bractées dérive souvent de celle des feuilles caulinaires. Nous avons listé 6 
états différents pour ce caractère : lancéolée, orbiculaire, ovale, triangulaire, linéaire, cordée. 
La forme linéaire, que l’on ne retrouve pas pour les feuilles de la rosette, mais que l’on 
retrouve très souvent pour les bractées est présentée en Figure 13, les autres formes en Figure 
9. 
	
Figure 13 : forme linéaire des bractées de certaines espèces de Verbascum L. 
(Illustration tirée de Swink et Wilhem, 1994) 
9. Présence de bractéoles 
La plupart des espèces présentant des fleurs solitaires à l’aisselle de chaque bractée ne 
possède pas de bractéoles, comme c’est le cas chez V. levanticum par exemple (Fig. 14). Ces 
espèces sont rassemblées dans le groupe C de la flore de Turquie et groupe Ebracteolata de la 
sous-section Singuliflora de Murbeck. Cependant, un petit groupe composé de 7 espèces 
réunies dans le groupe D de la flore de Turquie et de 9 espèces réunies dans le groupe 
Bracteolata de la sous section Singuliflora de Murbeck (1933). Murbeck ajoute aussi dans ce 
groupe 2 espèces V. spinosum et V. virgatum qui présentent parfois des bractéoles à l’aisselle 
des bractées des fleurs solitaires de la base de la plante alors que Huber-Morath choisit 
d’exclure les espèces turques de ce type du groupe D et de les laisser dans le groupe C.  
A l’inverse, les espèces dont les fleurs sont groupées présentent la majorité du temps des 
bractéoles comme chez V. speciosum (Fig. 15), excepté un petit groupe comprenant une 
vingtaine d’espèces chez lesquelles les bractéoles sont absentes comme chez V. parviflorum 
(Fig. 16). Ces espèces composent le groupe F de la clé de détermination de la flore de Turquie 
et le groupe Ebracteolata de le sous section Fasciculata de Murbeck (1933).  
 
Figure 14 : V. levanticum (fleur solitaire, absence de bractéoles) 
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Figure 15 : V. parviflorum (plusieurs fleurs par bractée, absence de bractéoles) 
 
Figure 16 : V. speciosum (plusieurs fleurs par bractée, présence de bractéoles) 
10. Densité de l’inflorescence 
Ce caractère nous a paru important car il est clair que certaines espèces de Verbascum 
présentent des inflorescences en grappes très serrées, ce qui donne un aspect très dense à 
l’inflorescence. C’est par exemple le cas de V. densiflorum, dont le nom y fait référence, ou 
de V. thapsus (Fig. 17.a), alors que d’autres espèces présentent des inflorescences ramifiées 
pouvant former des racèmes ou des panicules de fleurs plus ou moins lâches, comme chez V. 
cariense (Fig. 17.b).  
	
Figure 17 : a. V. thapsus (inflorescence simple, dense), b. V. cariense (inflorescence 
lâche) 
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11. Ramification de l’inflorescence 
L’inflorescence des Verbascum peut être simple (en grappe ou en épis), comme chez V. 
thapsus (Fig. 17), ou ramifiée en panicule de diverses formes selon l’espèce (Fig. 18): de 
forme elliptique comme chez V. pterocladum, pyramidale comme chez V. chrysochaete, ovale 
comme chez V. cariense, ou encore oblongue comme chez V. nudatum ou enfin beaucoup 
plus large comme chez V. glomeratum. 
 
	
Figure 18: Différentes formes de la panicule florale chez les Verbascum L.  
De gauche à droite : V. chrysochaete (panicule pyramidal); V.pterocladum (panicule 
elliptique); V. speciosum (panicule ovale) ; V. nudatum (panicule oblongue); V. glomeratum 
(large panicule) 
 
12. Nombre de fleurs par bractées 
Le nombre de fleurs par bractée est un caractère assez constant au sein de chaque espèce 
de Verbascum mais variable entre les espèces. En effet, certaines espèces ne présentent 
qu’une seule fleur par bractée avec (Fig. 19, B) ou sans bractéoles (Fig. 19, A), alors que chez 
d’autres espèces nous pouvons observer plusieurs fleurs par bractées, on parle alors de 
glomérules (Fig. 19, C, D et E). Certaines espèces présentant ces glomérules sont dépourvues 
de bractéoles (Fig. 19, C) alors que d’autres en possèdent. Ces glomérules peuvent être 
sessiles (Fig. 19, E) ou pédonculés (Fig. 19, D). Nous n’avons pas observé dans nos 
échantillons ce type, correspondant au groupe G de la clé d’Huber-Morath (1978). Dans notre 
matrice morphologique, nous distinguons donc les fleurs solitaires, des glomérules sessiles, la 
présence de bractéoles étant un autre caractère binaire dans notre matrice.  
60 
Figure 19 : Différents types d’architecture florale existant chez les Verbascum, d’après 
Murbeck (1933). A : une fleur par bractée, bractéoles absentes B : une fleur par bractée, 2 
bractéoles présentes, C : plusieurs fleurs par bractée, bractéoles absentes, D : glomérule de 
fleurs pédonculé, 2 bractéoles présentes, E : glomérule de fleurs sessile, 2 bractéoles 
présentes.  I, II & III : fleur primaire, secondaire et tertiaire ; a : fleurs auxiliaires 
 
	
61 
  
13. Couleur de la corolle 
La corolle des Verbascum est jaune pour la majorité des espèces, mais peut aussi être 
violet intense, comme c’est le cas chez V. phoeniceum (Fig. 20). Dans notre matrice, nous ne 
faisons pas de distinction antre le jaune vif et le jaune pâle car si on peut observer ces 
différences sur le terrain, l’état de conservation du matériel d’herbier ne le permet pas 
toujours. 
 
Figure 20 : V. phoeniceum (corolle violette) ; V. pulverulentum (corolle jaune) 
14. Extérieur de la corolle 
L’extérieur de la corolle peut être glabre, c’est-à-dire totalement dépourvu de trichomes 
comme c’est le cas chez V. cariense, mais aussi tomenteux avec des poils non glanduleux 
comme chez V. speciosum, ou encore recouvert de trichomes glanduleux comme pour V. 
blattaria (Fig. 21).  
 
Figure 21 : V. cariense (extérieur de la corolle glabre), V. speciosum (extérieur de la 
corolle tomenteux), V. blattaria (extérieur de la corolle glanduleux). 
 
15. Présence de glandes pellucides 
Bien que ce caractère soit difficilement observable, nous avons choisi de l’intégrer dans 
notre matrice car il est souvent utilisé pour distinguer des espèces 2 à 2 dans les différentes 
clés de détermination. Pour observer ce caractère, il m’a paru plus simple de travailler sur des 
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fleurs sèches des herbiers que j’ai réhydratées. En effet, les glandes paraissent plus visibles 
une fois la fleur sèche et décolorée que sur une fleur fraichement cueillie (Fig. 22).  
 
Figure 22 : Corolle de V. lydium (absence de glandes pellucides) et de V. pterocladum 
(présence de glandes pellucides, indiquées par des flèches) 
 
16. Lobes du calice 
Les lobes du calice peuvent prendre des formes très caractéristiques chez certaines 
espèces, comme les lobes spatulés de V. cariense et de V. nudatum (ou V. napifolium). Nous 
avons choisi de coder les 5 formes décrites par Murbeck dans sa monographie (1933) (Fig. 23, 
A, B, C, D et E). Nous avons ajouté un sixième type qui est la forme ovale car nous l’avons 
rencontré chez certaines espèces.  
 
Figure 23 : Formes des lobes du calice, d’après Murbeck, 1933.  
A: triangulaire, B: lancéolé, C: linéaire, D: spatulé, E: oblongue 
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17. Longueur du calice par rapport au pédicelle 
Ce caractère est très utilisé dans les différentes clés de détermination du genre. En effet, le 
rapport de taille entre calice et pédicelle de la fleur est conservé au sein d’une même espèce, 
alors que la taille absolue du pédicelle peut varier avec les facteurs environnementaux. Chez 
V. levanticum par exemple, le pédicelle est toujours au moins 2 fois long que le calice, alors 
que chez les espèces formant des grappes serrées comme chez V. densiflorum, le pédicelle est 
bien plus court que le calice. Il existe aussi des espèces dont les tailles du calice et du 
pédicelle sont égales, comme chez V. speciosum. 
18. Nombre d’étamines fertiles 
Le nombre d’étamines a longtemps justifié la séparation du genre Celsia regroupant les 
espèces avec 4 étamines (Fig. 24) avec le genre Verbascum regroupant les espèces avec 5 
étamines. Néanmoins, il s’agit d’un caractère plus ou moins continu, car la présence d’un 
staminode plus ou moins fertile à la place de la cinquième étamine sur certaines espèces rend 
la délimitation hasardeuse et a permis de réunir ces 2 genres en un seul.  
 
Figure 24 : V. levanticum (4 étamines, 2 supérieures réniformes et 2 inférieures 
décurrentes) 
19. Insertion des anthères sur les filets staminaux 
Ce caractère a d’abord été utilisé par Bentham (1846) qui définit 2 séries selon que les 
anthères sont toutes insérées de manière transversales sur les filets des étamines, c’est-à-dire 
toutes réniformes (Fig. 25, 26A et B) ou que les anthères sont insérées de manière oblique sur 
les filets des 2 étamines inférieures, dans ce cas on parle d’étamines décurrentes (Fig. 25, 26C 
et D). 
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Figure 25 : V. boerhavi (étamines inférieures décurrentes) et V. lychnitis (étamines toutes 
réniformes) 
 
 
Figure 26 : Différents types d’insertion des étamines d’après Murbeck (1933). Les 
étamines réniformes sont les types A et B, elles peuvent être glabre à l’apex (B) ou 
entièrement recouvertes de poils papilleux (A). Les étamines décurrentes sont les types C 
et D.  
20. Couleur des poils des filets staminaux 
Les poils papilleux des filets des étamines peuvent recouvrir toutes ou quelques étamines 
sur toute la longueur ou sur une partie du filet. Leur couleur peut être jaune/blanc comme chez 
V. pulverulentum ou alors violet comme chez V. sinuatum ou un mélange des 2 chez certaines 
espèces comme V. epixanthinum (Fig. 27). Ce caractère est intermédiaire chez les hybrides 
issus du croisement de 2 espèces ayant une couleur différente.  
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Figure 27 : V. sinuatum (poils violets) ; V. epixanthinum (poils violets et blancs); V. 
pulverulentum (poils blancs). 
21. Capsule 
La plupart de nos échantillons ont été collectés directement sur le terrain en pleine 
floraison afin de faciliter leur identification donc nous n’avons pas pu observer souvent la 
forme des capsules. Néanmoins il existe des types de capsules bien différents selon les 
espèces, nous avons donc choisi de nous baser sur la littérature pour décrire 6 formes de la 
capsule que nous retrouvons sur certains de nos échantillons (Fig. 28). 
 
Figure 28 : Différentes formes de la capsule chez Verbascum L.  
de la gauche à droite et de bas en haut : V. glomeratum (ovale) ; V. pterocladum 
(oblongue) ; V.cheiranthifolium (cylindrique) ; V. blattaria (globeuse) ; V. chaixii 
(elliptique) ; V. nevadense (pyramidale) 
22. Stigmate 
Murbeck (1933) identifie 6 types de stigmate différents dans sa monographie. Néanmoins, 
l’observation du stigmate s’est avérée difficile, nos échantillons étant conservés en herbiers et 
le stigmate étant très sec. Nous nous sommes donc basés sur notre banque de photos prises au 
moment des collectes sur le terrain pour observer ce caractère. La distinction entre les 6 types 
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proposés par Murbeck (Fig. 29) m’est apparue très difficile, j’ai donc choisi de simplement 
distinguer les 2 types de stigmate principaux. Chez certaines espèces, en général celles 
possédant de petites fleurs ou des étamines toutes réniformes d’après Murbeck (1933), le 
stigmate est plutôt de type capité, c’est-à-dire non décurrent sur le style.  Chez d’autres 
espèces, celles possédant de grandes fleurs ou des étamines hétérogènes, le stigmate est de 
type spatulé, c’est-à-dire décurrent sur le style. Dans ce cas il peut être plutôt spatuliforme 
(Fig. 29A), ou plus linéaire (Fig. 29B). 
 
Figure 29 : Les différents types de stigmate, d’après Murbeck (1933). 
A : stigmate décurrent sur le style, spatuliforme ; B : stigmate décurrent sur le style, linéaire ; 
C : stigmate non décurrent sur le style, hémisphérique ;  D : stigmate non décurrent sur le 
style, en fer à cheval ; E : stigmate non décurrent sur le style, à peine visible ; F : stigmate non 
décurrent sur le style, en forme de disque (V. Schimperi). 
23. Couleur du filet staminal 
Bien que ce caractère morphologique ne soit que très rarement renseigné dans la 
description des différentes espèces, j’ai choisi de le rajouter à la matrice car j’ai pu observer 
une variation de la couleur des filets staminaux selon l’espèce, principalement à l’aide des 
photos. J’ai ainsi choisi de distinguer les filets staminaux de couleur orange, que j’ai pu 
observée par exemple chez V. cariense, de ceux étant de couleur jaune comme chez V. 
phlomoides ou encore de couleur pourpre comme chez V. nigrum (Fig. 30).   
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Figure 30 : V.cariense (filets staminaux orange), V. nigrum (pourpre) et V.phlomoides (jaune) 
24. Couleur de la gorge de la corolle 
Comme c’est le cas pour le précédent caractère, la couleur de la gorge de la corolle non 
plus n’est pas bien renseigné dans les descriptions d’espèces et les différentes flores, excepté 
dans Flora Iberica, dans laquelle Benedi (2009) renseigne, pour les espèces rencontrées en 
Espagne, sur le fait que la base des pétales peut prendre une couleur pourpre, différente de 
celle des pétales. L’ensemble peut ainsi former un anneau ou une étoile sur la gorge de la 
corolle jaune ou violette (Fig. 31). Murbeck aussi donne quelques indications sur ce caractère 
dans sa monographie, mais pas de manière exhaustive. Nous avons alors choisi d’utiliser ce 
caractère dans notre matrice morphologique en distinguant les espèces dont les fleurs 
présentent une gorge colorée des espèces n’en présentant aucune.  
 
Figure 31 : V. cariense (gorge pourpre, corolle jaune) et V.phoeniceum (gorge pourpre, 
corolle violette) 
25. Départ de l’inflorescence 
La plupart des Verbascum forme une rosette de feuilles basales au stade végétatif au 
centre de laquelle croît une tige sur laquelle se développe une inflorescence simple ou 
ramifiée lors de la floraison. Nous avons voulu intégrer dans notre matrice une distinction 
entre les plantes dont l’inflorescence part de la partie inférieure, du milieu ou de la partie 
supérieure de la tige.  
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B. Méthodes utilisées 
 
Afin de retracer l’évolution des caractères morphologiques impliquée par l’analyse des 
données moléculaires ainsi que de tester la monophylie des sections, sous sections et groupes 
taxonomiques décrits pour le genre Verbascum, nous avons construit une matrice regroupant  
les 25 caractères décrits ci-dessus. Cette matrice est présentée dans l’Annexe 2.  
Dans un premier temps, des analyses phylogénétiques en parcimonie et en inférence 
bayésienne fondées sur cette matrice ont été réalisées. Les arbres phylogénétiques obtenus 
sont présentés dans les Annexes 3a et 3b.   
Puis dans un deuxième temps une exploration des changements d’états et une 
reconstruction de l’état ancestral ont été réalisées pour chacun des caractères. Pour cela nous 
avons utilisé le logiciel Mesquite 2.75 (Maddison et  Maddison, 2011) qui permet de 
visualiser l’évolution de chaque caractère morphologique sur un arbre phylogénétique donné. 
Nous avons choisi les arbres obtenus en analyses bayésiennes car leurs topologies étaient 
mieux résolues que celles des arbres obtenus en parcimonie. L’évolution des caractères 1, 3, 
4, 6, 7, 9, 12, 18 et 19 (cf. Tab. 8, p.56) sur l’arbre chloroplastique, peut être visualisée surles 
Figures 5 à 9 de l’article 1 (cf. pp. 93-95). L’évolution des caractères 9 et 12, 18 et 19, 
retracée sur les phylogénies nucléaires est présentée en Annexe 4. Les principaux résultats 
concernant l’évolution de ces caractèressont discutés dans un contexte phylogénétique dans 
l’article 1 ci-après. 
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IV. Article 1: Etude phylogénétique du genre Verbascum L. ; comparaison des 
données moléculaires chloroplastiques, nucléaires et des données morphologiques. 
A. Contexte et objectifs 
Au début de ce travail de thèse, les données moléculaires relatives au genre Verbascum L. 
étaient quasi-inexistantes dans la littérature. Quelques marqueurs moléculaires ont été 
séquencés pour quelques espèces dans des études phylogénétiques concernant d’autres genres 
inclus ou proches de la famille des Scrophulariaceae s.l.. V. thapsus est ainsi utilisée par 
Olmstead et Reeves (1995) dans leur étude de la famille et par Soltis et al. (2003) dans leur 
étude de l’ordre des Gunnerales. Young et al. (1999) séquencent aussi cette espèce dans leur 
étude de l’évolution du parasitisme chez les Scrophulariaceae s. l. et Orobanchaceae. V. 
arcturus est choisie dans une étude sur les tribus Manuleae et Selagineae (Kornhall, 2001 et 
Korhall et Bremer, 2004) et plus largement sur les Scrophulariaceae s. l. (Oxelman et al., 
2005). V. speciosum est utilisée dans l’étude sur les Gesneriaceae de Mayer et al. (2003). Plus 
récemment, V. nigrum (Scheunert et Heubl, 2011) et V. sinuatum (Attar et al., 2011) ont été 
séquencées dans des études sur le genre Scrophularia L. et quelques autres espèces ont été 
séquencées dans des études consacrées au barcoding (Burgess et al., 2011 et Bruni et al., 
2012). Néanmoins, à ce jour aucune étude phylogénétique n’a été publiée sur le genre 
Verbascum L.  
L’objectif de ce travail est donc de réaliser la première étude phylogénétique du genre 
Verbascum L., et ainsi de tester sa monophylie et sa synonymie avec le genre Celsia L.. Pour 
cela, nous avons inclus 82 plantes dont nous avons séquencé 4 marqueurs chloroplastiques : 
trnS-G, trnL-F, trnH-psbA et matK. Des analyses phylogénétiques en parcimonie et en 
inférence bayésienne fondées sur chacune des matrices ont été réalisées, puis sur la matrice 
combinant les 4 marqueurs. De plus, cette première étude phylogénétique basée sur des 
données moléculaires a été menée en parallèle avec une étude morphologique du genre, afin 
de confronter données moléculaires et morphologiques mais aussi de retracer l’évolution des 
caractères morphologiques.  
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B. Résumé 
Des analyses phylogénétiques en parcimonie et inférence bayésienne ont été réalisées 
sur le genre Verbascum L., un genre typique des régions steppiques méditerranéennes. Ces 
analyses ont été réalisées à l’aide des 4 marqueurs chloroplastiques trnL-trnF, trnS-trnG, 
matK ettrnH-psbA et d’un marqueur nucléaire ITS. Nos objectifs étaient de tester la 
monophylie du genre ainsi que de confronter les phylogénies moléculaires à une classification 
infragénérique morphologique du genre. Cette première étude phylogénétique a permis de 
confirmer la monophylie du genre ainsi que l’inclusion des espèces ne possédant que 4 
étamines anciennement regroupées dans le genre Celsia L. Cependant, les caractères 
morphologiques classiquement utilisés en taxonomie du genre ne concordent pas avec les 
phylogénies moléculaires. D’après nos résultats, la majorité des caractères testés ont subis 
plusieurs changements répétés et indépendants au cours de l’évolution, ce qui explique la 
complexité d’élaborer une classification infragénérique naturelle du genre. L’homoplasie des 
caractères morphologique observée pourrait être expliquée par la convergence évolutive ou 
encore par l’évolution réticulée, suggérée par l’incongruence obtenue entre les données 
moléculaires d’origine chloroplastique et nucléaire. Afin de mieux comprendre l’évolution du 
genre Verbascum L., il sera nécessaire d’intégrer plus d’espèces à notre échantillonnage, 
notamment des espèces à 4 étamines fertiles ainsi que des espèces dont les fleurs sont 
regroupées en glomérules pédonculés. Cette étude apporte néanmoins quelques éléments 
d’interprétation sur les relations phylogénétiques existantes au sein du genre Verbascum L.. 
 
 
Mots-clés: Scrophulariaceae, Verbascum L., Celsia L., systématique, ITS, trnL-trnF, trnS-
trnG, matK, trnH-psbA, phylogénie moléculaire, morphologie. 
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Phylogenetic analyses of the Mediterranean genus Verbascum L. (Scrophulariaceae) 
inferred from cpDNA and nrDNA data compared to morphological data. 
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ABSTRACT 
Verbascum L. (Scrophulariaceae) is a typical genus of steppic and 
Mediterranean vegetation. We inferred phylogenetic relationships among Verbascum 
L. species from nuclear ribosomal internal transcribed spacer (ITS) and plastid 
sequences (matKplus trnL-trnF, trnS-trnG, trnH-psbA). Then we performed 
parsimony-based and Bayesian phylogenetic analyses to examine 34 Verbascum 
species representing 11 of the 13 taxonomical groups of Huber-Morath (1978). Our 
aims were to evaluate monophyly in the genus and confront molecular phylogenies to 
its traditional infrageneric classifications. Our molecular phylogenetic analyses 
strongly support monophyly of the Verbascum genus and the inclusion of species 
with four stamens previously set apart in the Celsia L. genus. This study sheds new 
light on the interpretation of phylogenetic relationships between Verbascum species. 
However, most of the morphological characters used in classical taxonomy showed a 
poor fit when mapped on molecular trees and thus cannot be used to delimitate 
natural infrageneric groups.  
 
Keywords: Verbascum L.- Celsia L.- Scrophulariaceae - cpDNA- morphology - 
nrNDA- phylogenetic analyses - systematics
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Introduction 
Verbascum L. is a plant genus composed of approximately 360 species 
(Heywood, 1993; Mabberley, 2008), making it the second most species-rich genus of 
the Scrophulariaceae family. Most Verbascum species occur around the 
Mediterranean basin (Fig.1). Verbascum species are mostly annual or biennial 
plants, which dominate steppes and disrupted ecosystems, and more rarely 
perennial plants in colder areas or in some Mediterranean islands. The main diversity 
centre is located in Turkey, with 245 species, 80% of which are endemic. The 
Verbascum genus hybridizes naturally: 129 hybrids have been mentioned in the 
literature (Huber-Morath, 1978; Davis, 1988; Ekim, 2000; Ozhatay, 2006, 2009, 2011; 
Parolly & Tan, 2007; Karavelioğulları & Aytaç, 2008; Parolly & Eren, 2008; Bani et al., 
2010; Aytaç & Duman 2012). 
The genus was first described under the name Arcturus by Honorius Bellus, 
whose work was appended to Rariorum Plantarum Historia by Carolus Clusiusin 
1601. In 1753, Linnaeus distinguished two genera: Celsia L. (flowers with four 
stamens) and Verbascum (flowers with five stamens). In 1813, Schrader published 
the first monograph of Verbascum in which he identified sixty species. However 
different forms of the same species and hybrids were misidentified as distinct species 
(Murbeck, 1933). The first character used by Schrader to classify Verbascum species 
was cauline leaf attachment. In 1840, Pfund also wrote a monograph of Verbascum 
where he defined two sections based on the solitary or clustered occurrence of 
flowers at the axil of each bract. In the first section, he grouped species according to 
the decurrency of cauline leaves. In the second section, he set species with flowers 
with two anthertypes apart from flowers with only one reniform anther type.  
Boissier and other botanists also described several Verbascum species after 
their expeditions to Spain, Greece, Asia Minor, Syria and Palestine. Most of them 
were listed in “Diagnoses plantarum orientalium novarum” (Boissier, 1844). Bentham 
(1846) included all species described in Boissier’s Diagnoses for his taxonomical 
work published in De Candolle’s “Prodromus systematis naturalis regni vegetabilis”. 
In his work, Bentham defined two sections within Verbascum, depending on anther 
type of the two lower stamens: section Thapsus Benth. if anthers were decurrent on 
the filament (longitudinally fixed) and section Lychnitis Benth. if anthers were reniform 
(medifixed) like the three upper stamens. From 1846 to 1859, 50 species were added 
to Boissier’s “Diagnoses plantarum orientalium novarum”, followed by twenty 
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additional species in “Flora Orientalis” in 1879. Both Boissier and Franchet used 
Bentham’s sections in their respective works, although Franchet named them 
Heterandra Franch. And Isoandra Franch.. Kuntze (1891) discussed the importance 
of stamen number as a discriminating character at the genus level. He observed that 
some Celsia species had four fertile stamens plus sometimes one staminode. 
Therefore, he proposed to include Celsia into Verbascum. Based on these 
observations, Murbeck (1933) included some Celsia species into his Verbascum 
monograph, and also enriched the list of Verbascum species with thirty new 
members. However, Murbeck kept the Celsia genus apart, restricted to species with 
four-stamened solitary flowers. Then he used seed type to divide the Verbascum 
genus into two sections; section Bothrosperma Murb.(alveolate seeds) and section 
Alaucosperma Murb.(sulcated seeds). Bothrosperma was further divided into two 
subsections based on the number of flowers: Singuliflora Murb. (one flower at the axil 
of each bract, sometimes with two or three flowers at the base of the inflorescence) 
and Fasciculata Murb. (flowers grouped in clustersat the axil of each bract). Huber-
Morath (1978; 1981) revised the Verbascum genus in two of the most recent 
taxonomical works in Flora of Turkey and the East Aegean Islands and in Flora 
Iranica. Huber-Morath put Celsia andVerbascum in synonymyin both floras, but he 
did not define new sections or subgenera. Huber-Morath’s identification key (1978) is 
divided into 13 groups based on i) number of fertile stamens, ii) indumentum hair 
type, and iii) number of flowers per axil. Delimitations of Huber-Morath’s groups are 
artificial, and a natural division of the genus still remains to be solved (Huber-Morath, 
1978). 
Authors have defined taxonomical groups within Verbascum according to 
different morphological characters. Nevertheless, there is currently no widely 
accepted sub-generic classification. The main objectives of this study were therefore 
to establish Verbascum as a monophyletic group, and to investigate whether it was 
relevant to include Celsia in the genus. Additional goals were i) to examine the 
consistency of taxonomic sections and sub-sections defined in the literature using 
phylogenetic analyses based on molecular data, and ii) to select morphological 
characters, if any, which can be used to define infra-generic groups of species. To 
this end, we performed molecular phylogenetic analyses of Verbascum, using plastid 
and nuclear markers.Verbascum proved to be monophyletic, and the traditionally 
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used morphological traits turned out to be inadequate to characterize the different 
molecular groups found in the phylogeny. 
 
Materials and Methods 
Taxon sampling 
77 Verbascum taxa were collected from different Mediterranean countries, 
representing a total of 34 Verbascum species. We selected species from all 13 
groups defined by Huber-Morath (1978), except two for which we did not find 
specimens (group D, which groups all species with solitary flowers and bracteoles; 
and group G, which groups all species with pedunculate clusters of flowers). Because 
of the difficult taxonomy and high level of hybridization of the genus (Huber-Morath, 
1978), we ensured, when possible, that we had at least two samples for each 
species, even when collected in areas close to each other. Hybrids are almost 
impossible to spot in the field, especially between closely related species. This is 
made even trickier by the natural variation of some species, as well as by the fact 
that different species are often found in the same place. Hybrids, when identified, 
were removed from the batch for the present analysis. They will be analysed in a 
future study. For each harvested plant, parts of leaves were preserved in silica gel for 
subsequent DNA extraction. The rest of the plant was dried and stored as a 
herbarium specimen for further identification and morphological work. In all published 
analyses of the Scrophulariaceae, the Scrophularia L. genus is the sister taxon of 
Verbascum species (Olmstead et al., 2001; Oxelman et al., 2005; Scheunert & 
Heubl, 2011, 2014). We tested several other genera, using sequences available from 
GenBank (data not shown – Remal, 2014), and selected five species as outgroups, 
three of them belonging to Scrophulariaceae and two to Plantaginaceae (Table 1). 
 
Marker choice 
We reviewed current literature on the variability of different molecular markers 
used in Lamiales and Scrophulariaceae, and we chose four plastids (trnL-F, trnS-G, 
partial matK, trnH-psbA) and one nuclear marker (ITS). TrnL-F was used to study 
Veronica L. with a higher percentage of variation compared to ITS by Albach et al. 
(2004). The trnS-G intergenic spacer was used for Scrophularia (Scrophulariaceae) 
by Attar et al. (2011). It provided good resolution too. The trnH-psbA intergenic 
spacer is also one of the most variable spacers of the plastid genome (Shaw et al., 
 
	
75 
  
2005; Borsch & Quandt, 2009). This spacer was also used for Scrophularia by 
Scheunert & Heubl (2011), who found 41% of variable sites. For our study, only a 
portion of MatK was amplified using the universal primers 390F and 1326R of 
Cuénoud et al. (2002). Although it is a coding region, it is one of the fastest-evolving 
regions, and it proved usefull to discriminate Angiosperm species (Sass et al., 2007; 
Lahaye et al., 2008; CBOL, 2009; Ford et al., 2009). Carrio et al. (2010) included this 
sequence to study genetic diversity of the genus Antirrhinum L., and Vargas et al. 
(2009) used it in their biogeographic study of the Scrophularia genus. The Internal 
Transcribed Spacer (ITS) is a short region of nuclear rDNA present in several copies 
in the nuclear genome. It differs from plastid markers in that plastid markers have a 
maternal origin only, whereas nuclear markers are inherited from both parents. 
Moreover, this region was found more variable than plastid regions in many studies 
of interspecific relationships of Scrophulariaceae (Attar et al., 2011; Scheunert & 
Heubl, 2011; Datson et al., 2008).  
	
DNA Extraction, amplification and sequencing 
DNA was extracted from dried leaf tissue using a DNeasy plant mini Kit 
(Qiagen, Courtaboeuf, France) following the manufacturer’s protocol. Chloroplastic 
DNA (cpDNA) markers were amplified from total DNA using universal primers, and 
polymerase chain reactions were performed following previous studies (Hamilton, 
1999, trnS-G and trnH-psbA; Taberlet et al., 1991, trnL-F and Cuénoud et al., 2002, 
MatK). For ITSs, primers specific for Verbascum and outgroups were designed after 
testing amplification and sequencing with primers ITS1& ITS4 from White et al. 
(1990), following the authors' procedures. Those new primers were: ITS-LCF (5'-
AGGAGAAGTCGTAACAAGG-3') and ITS-LCR (5'-GTAATCCCGCCTGACCT-3'), 
with the following PCR conditions: 94°C for 3min, then 33x (94°C for 1min;50°C for 
1min; 72°C for 1min) and 72°C for 7min. PCRs were performed using Master Mix kits 
(Qiagen, Courtaboeuf, France) in 25µl of mixture containing 12.5µl of master mix, 
0.25µl of each primer at 50Nm/ml, 1µl of total DNA, and 10.5µl of sterile milli-Q 
water. PCR reactions were implemented on a Biometra thermocycler (Biometra; 
Göttingen, Germany) and sent for purification and sequencing to Millegen (Toulouse, 
France). Sequences were aligned using Sequencher 4.6 software (Gene Code 
Corporation, Ann Arbor, Michigan, USA). Consensus sequences were aligned 
manually in a matrix under Paup 4.0b10 software for Macintosh (Swofford, 2002). 
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Phylogenetic analyses 
For each molecular marker, 82 sequences were analyzed separately, resulting 
in five matrices. Maximum parsimony (MP) and Bayesian Inference (BI) analyses 
were performed for each matrix and for the matrix combining plastid markers. All MP 
analyses were implemented in PAUP 4.0b10 (Swofford, 2002) with the following 
parameters: equal weight, heuristic search, 1,000 replicates of random taxon 
additions, and TBR (treebisection-reconnection) swapping with ACCTRAN 
(Accelerated transformation) of character-state optimization to save the shortest 
trees. Then, keeping all the shortest trees in memory and with Multiple-Trees on, an 
extensive search was conducted to find all the most parsimonious trees with a 
maximum number of 10,000 for separate analyses and 25,000 trees for the 
combined and ITS matrices. Confidence in specific clades was estimated by 
bootstrap analysis (Felsenstein, 1985). Settings were as follows: 2,000 replicates, 
keeping bootstrap frequencies from 50 to 100%, random addition of taxa, sampling 
characters with equal probability, and TBR swapping with five replicates.  
BI phylogenetic analyses were performed using MrBayes 3.2.1 (Huelsenbeck 
& Ronquist, 2001) implemented in CIPRES (Miller et al., 2010). For each DNA 
region, an optimal substitution model was selected based on AIC values calculated in 
jModelTest 0.1.1 (Posada, 2008). The GTR+I+Γmodel of evolution was applied to 
each region (nst=6, rates=invgamma). Two Markov-chains of 10 million generations 
were run with sampling every 1,000 generations, ensuring that average standard 
deviation of split frequencies would be less than 0,001. We also took into account the 
Potential Scale Reduction Factor (PSRF) to approach 1 as runs converged. The first 
2,500 generations (25% of samplings) were discarded from the analysis to ensure 
that topologies and support levels represented an unbiased estimate of the posterior 
probability distribution. The remaining trees were summarized in a 50% majority rule 
consensus tree, using posterior probabilities as a measure of clade support.  
The Incongruence Length Difference (ILD) test, implemented in PAUP 4.0b10 
(Swofford, 2002) as the Homogenous Partition Test, was used to detect 
incongruence between plastid and nuclear datasets. Settings were as follows: 1,000 
replicates with heuristic search option, 50 random addition-sequence replicates. We 
also evaluated the congruence of the two datasets by visualizing topology of strict 
consensus trees obtained from MP and BI analysis from each dataset. Topological 
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differences were considered incongruent when the conflicting branch was supported 
by more than 60% BS and 0.6 BI.  
 
Morphological character optimization  
To investigate patterns of morphological evolution, morphological characters 
were mapped on molecular trees (Tab. 2). The first 20 characters were chosen based 
on species identification keys, whereas the last two characters were new and had 
never been mentioned in taxonomical works. Half of those characters were binary, 
while others were multistate (Tab. 2). Morphological character traits were gathered 
from our herbarium specimens or from G, K, RBH, and from pictures of living plant 
material taken in the field and published descriptions.  
Exploration of character changes and ancestral-state reconstruction was done 
on the cpDNA Bayesian 50% majority-rule tree using the parsimony method in 
Mesquite 2.75 (Maddison & Maddison, 2011) to discuss the evolution of these 
characters in a phylogenetic context. 
 
Results  
Matrix characteristics 
Alignment was straightforward for trnL-F, trnH-psbA and matK, but more 
difficultfor trnS-G and ITS. Variation in length of individual sequences, total lengths of 
the aligned matrix and number of informative characters are given in Table 3. For the 
five markers, indels were quite variable in length (1-50 bp), and often consisted of the 
repetition of short sequences of base pairs next to the indel itself (SSR: simple 
sequence repeat), a short tandem repeat (STR) or microsatellites. Most of these 
indels provided information on phylogeny. However, none of them was coded in 
analyses, but inserted regions were retained and coded as missing. The highest 
percentage of parsimony informative characters was found inthe ITS matrix (13.5%), 
followed by trnH-psbA, trnS-G, matK and trnL-F (Tab. 3).  
 
Phylogenetic analyses 
Trees obtained from analyses of each plastid marker were poorly resolved, but 
congruent enough to be combined (data not shown). Results of the MP analysis 
inferred from cpDNA data were concordant with most of the nodes resolved in the BI 
tree shown in Figure 2, with posterior probabilities above branches and bootstrap 
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values under branches. Figure 3 similarly presents the BI tree for the ITS region, We 
categorized bootstrap supports according to Kress et al. (2002) and considered 
strong support over 85%, moderate 70–85%, and weak 50–70%. Similarly to 
Bayesian posterior probabilities, we considered strong support over 0.85, moderate 
0.7-0.85, and weak 0.5-0.7.  
In all analyses, the Scrophularia genus was the sister taxonof all Verbascum 
species (Fig. 2 & 3), which confirms results from previous studies (Olmstead et al., 
2001; Oxelman et al., 2005; Scheunert & Heubl, 2011). Moreover, the Verbascum 
genus proved to be monophyletic in all analyses (Fig. 2& 3). We used the ILD test to 
test congruence between nuclear and plastid DNA datasets, and significant 
incongruence was detected (P value=0.01). Visually, the placement of V. Arcturus L. 
differed between nuclear and plastid MP trees and we noted more topological 
differences between BI trees (Fig. 2 & 3). Therefore we removed this taxon to 
combine datasets in a separate analysis. ILD tests did not reject the null hypothesis 
of congruence (Pvalue=0.001), and neither analysis evidenced any strong topological 
incongruence between the trees inferred from each dataset (not shown). The 
resulting BI tree obtained from the combined datasets is shown in Fig. 4, with 
posterior probabilities above branches and bootstrap values under branches. 
Although the placement of some taxa was controversial, we chose not to 
remove them from the morphological analysis. For instance, V. levanticum and V. 
arcturus are Celsia representatives and thus useful to test the inclusion of Celsia 
within Verbascum. 
 
Plastid markers  
The strict consensus MP tree and the 50% majority rule BI tree were 
topologically nearly identical, but more nodes were resolved in the BI tree (Fig.2). In 
both trees, all Verbascum species fell into one monophyletic group (A), with 
maximum support values (BS=100, PP=1). In both trees, clade B grouped together 
V. arcturus, V. blattaria L. and V. virgatum Stokes (PP=0.97, BS=82). In the BI tree, 
this clade was sister to all other Verbascum species (PP=0.99), unlike in the MP tree 
where clades B, C and three other taxa (V. spinosum L., V. levanticum I.K.Ferguson, 
and V. phoeniceum L.) formed a polytomyof early branching taxa. Within clade C, V. 
dumulosum P.H.Davis & Hub.-Mor. was the sister taxon (BS=84; PP=1) of nine 
samples of V. sinuatum L., all grouped into one clade (BS=100, PP=1). V. spinosum 
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was also sister to clade C in the BI tree (PP= 0.86), but not in the MP strict 
consensus tree. Moreover, in both trees, V. undulatum Lam. was a sister taxon 
(BS=92, PP=0,99) to the 25 remaining Verbascum species all grouped together into 
clade D. In Figure 2 Clade D constituted a polytomy of cladesand species, with weak 
support from MP analysis (BS=52), but with maximum posterior probability from BI 
analysis (PP=1). Six European species (V. nigrum L., V. chaixii  Vill., V. boerhavi 
L.,V. nevadense Boiss., V. lychnitis L., and V. thapsus L.) were grouped into clade E 
with weak support (BS=58, PP=0.70). Also within clade D was a small clade (J) that 
grouped 2 other European species together; V. epixanthinum Boiss. &  Heldr. And V. 
phlomoides L. (PP=0.98, BS=62). Clade F included 5 Turkish species in both trees 
but was only supported by BI analyseswith moderate support (PP=0.78). Two clades 
stronglysupported by the two analyses – clade G (BS= 88, PP=1) and clade 
H(BS=85, PP=0.99) –were nested in clade I with other species in the BI analysis 
(PP=0.70).Clade K (V. pulverulentum Vill. and V. macrurum Ten.) was only weakly 
supported in the BI tree (PP=0.69). 
 
ITS 
All Verbascum species fell into a monophyletic group A in both MP and BI 
trees inferred from ITS (BS=73, PP=0.59) (Fig.3). Compared to trees inferred from 
plastid dataset, nuclear trees were poorly resolved; Verbascum plants were in a 
polytomy where only a few clades composed of more than one species were 
resolved. In topologies obtained from the two analyses, only 3 plurispecific clades 
were supported (Fig. 3): clade 1 (V. boerhavi and V. nevadense), (BS=81, PP=1); 
clade 2 (V. arcturus and V. levanticum), (BS=79, PP=0.99), and clade 3 (V. cariense 
Hub.-Mor. and V. parviflorum Lam.), (BS=63, PP=0.94). 
In the BI nrDNA tree (Fig. 3), more nodes were resolved, clades 1and 3 from MP tree 
were included in a weaklysupported clade 4 that totalled 11 species (PP=0.69). 
Clade 5 (V. macrurum and V. blattaria) (PP=0.68) was not found in the MP tree, and 
neither was clade 6, composed of only one sample of V. Lychnitis and the V. 
undulatum clade (PP=0.71). 
 
Combined datasets 
In the combined dataset tree (Fig. 4), all Verbascum species fell into a 
monophyletic group Afound in both MP and BI trees inferred from the combined 
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dataset, with maximum support values (BS=100, PP=1.00). Topology of this tree was 
closer to the topology of the plastid tree, although it included clades from both 
datasets. Clade B, containing V. blattaria and V. virgatum, was supported with 
maximum support values (BS=100, PP=1.00) and fell into a bigger clade with V. 
spinosum and V. phoeniceum only in the BI tree (PP=0.76). Clade C, which grouped 
V. sinuatum and V. dumulosum, was conserved with high support values (BS=100, 
PP=0.85). The clade containing all other Verbascum species (BS=59, PP=0.97) was 
split into monospecific and plurispecific clades; one clade included Turkish species 
(PP=0.92), including clade 3 that grouped V.parviflorum and V. cariense (BS=81, 
PP=0.98), also found in the nrDNA tree; one clade included four European species 
(PP=0.54) – V. chaixii and V. nigrum – plus clade 2 from the nrDNA tree that grouped 
V.boerhavi and V.nevadense together (BS=95, PP=1.00), and one clade including V. 
thapsus and V. lychnitis (BS=65, PP=0.75).  
 
Morphological analysis  
We analyzed a matrix of 22 morphological characters (Table 2) used in 
traditional classifications of Verbascum. We mapped changes in morphological 
character states on the BI 50% majority rule cpDNA tree because its topology was 
best resolved. The majority of characters showed poor fit to molecular trees, 
particularly those used at the species identification level (stem section, basal leaf 
shape, leaf margin, bract shape, pellucid glands, calyx lobe, calyx length, capsule 
shape; data not shown). These characters displayed multiple independent changes 
and accordingly high levels of homoplasy, confirming the unnatural status of 
Verbascum taxonomical groups. The evolution of eight main morphological 
characters (cauline leaf attachment and basal leaf shape, number of flowers per bract 
and presence of bracteoles, number of fertile stamens, type of anthers or 
heteranthery, indumentum hair type) used to establish taxonomic groups of 
Verbascum are shown in Fig. 5 to 8, where we can see that they show poor fit on the 
molecular trees. 
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Discussion 
Phylogenetic analysis 
Both cpDNA and nrDNA data analyses established the monophyly of 
Verbascum and supported the inclusion of the Celsia genus. Most phylogenetic 
analyses were poorly resolved and evidenced many polytomies, especially for ITS 
sequences. A single marker, even as variable as anITS, is obviously not enough to 
resolve the phylogeny of Verbascum.For this reason, we will only comment on the 
best resolved tree inferred from cpDNA and Bayesian analysis (Fig. 2).The 
morphological characters used for taxonomic treatment of Verbascum are discussed 
below on the basis of this phylogeny. 
 
Cauline leaf attachment and basal leaf shape 
Among Verbascum species, cauline leaves can be decurrent or not, and basal 
leaf shape can vary a lot (Fig. 5). The cauline leaf character was first used by 
Schrader (1813) to define two sections. According to our results, the two characters 
evolved separatelyseveral times, rendering them inadequate for a natural 
classification of Verbascum. 
 
Number of flowers per bract and presence of bracteoles 
The number of flowers per bract was variable: some taxa had solitary, 
pedunculate or sessile clusters of flowers (Fig. 6). This character was first used by 
Pfund (1840), and then by Murbeck (1933), to define two subsections within section 
Bothrosperma: subsect. Singuliflora (solitary flowers) and subsect. Facsiculata 
(flowers in clusters). In our study, only taxa of theBothrosperma section were 
sampled, and none of the Singuliflora and Facsiculata subsections were 
monophyletic (Fig. 5). The presence of bracteoles also mapped on the BI cpDNA tree 
in Fig. 6 showed similar results because bracteoles generally appear when flowers 
are in clusters. However, we found two exceptions: i) species like V. virgatum had a 
few clusters with bracteoles at their base, but also solitary flowers at the top, and ii) 
species like V. cariense, included in group F of Huber-Morath, had sessile clusters 
without bracteoles, which might be synapomorphic. It will not be possible to 
determine whether this state is plesiomorphic or not until we can include Verbascum 
species with pedunculate clusters. 
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Number of fertile stamens  
Verbascum species display four or five fertile stamens. Our results 
demonstrate that five fertile stamens do not ensure synapomorphy within Verbascum 
(Fig. 7). Among our Verbascum samples, we had only two taxa with four stamens –V. 
arcturus and V. levanticum–, which can also present a staminode. Both species 
previously belonged to the Celsia genus but were not grouped into the same clade in 
cpDNA trees. However, they were grouped in clade 1 in the nrDNA tree (Fig. 3). With 
only two species belonging to that group, it is difficult to really conclude if the number 
of stamens is a good character for natural grouping of Verbascum species or not. 
The lack of resolution for relationships within the remaining taxa with five fertile 
stamens did not allow us to decide what the ancestral state for this character was.  
Fertility of the fifth stamen might havebeen regained or lost in the Verbascum 
genus (Fig. 7). In Scrophulariales, reversion from zygomorphy to actinomorphy was 
accompanied by restoration of the suppressed stamen, which may also be the case 
for the Verbascum genus (Walker-Larsen & Harder, 2000). Nevertheless, according 
to the type of anthers and to the filament length of their stamen, we observed that 
some species with 5 stamens still kept a zygomorphic tendency.  
 
Type of anthers or heteranthery 
Two types of anthers in a same flower occur in some Verbascum species; two 
or three upper anthers are reniform while the two lower anthers are longer and 
decurrent on the filament. This character was used by Bentham (1846) to define 
theThapsus and Lychnitis sections. Heteranthery is a morphological character 
reported for 12 angiosperm orders and 20 families; it is generally associated with 
bee-pollinated, nectarless flowers, such as some Verbascum flowers (Vallejo-Marín 
et al., 2009, 2010). It allows for different sets of stamens to specialize in “pollinating” 
or “feeding” functions when pollen consumption by pollinators tends to increase the 
fitness costs. In our samples, heteranthery occurred several times in the Verbascum 
genus (Fig. 7). We recorded it in species with four stamens such as V. levanticum, as 
well as in species with five stamens such as V. macrurum. These results can be 
compared to those of Bohs et al. (2007) about the Solanum L. genus, who found that 
heteranthery evolved multiple times, and most frequently within the spiny species 
(Solanumsubg. Leptostemonum (Dunal) Bitter). 
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Indumentum  
Indumentum hair types are highly variable among Verbascum species. These 
character states have been well described by Murbeck (1933). They can be simple, 
glandular, or ramified. In our work, we treated glandular vs. eglandular indumentum 
as one character; and ramified vs. simple hairs as another (Fig. 8). None of those 
characters fit with taxonomy. Characters were linked for clade B species, which were 
all glandular with simple hairs. However, we found ramified hairs amongglandular 
hairs in some species such as V. epixanthinum. Simple glandular hairs might be the 
plesiomorphic state, but more investigation on this character is needed as suggested 
by Lavier-George (1937), who found intermediate hair types on the calyx and 
filaments while studying hybrids of well-known Verbascum species. This character 
might also be very plastic and influenced by the environment: dense hairs are usually 
advantageous in limiting water loss, as in genus Antirrhinum L. (Wilson & Hudson, 
2011). 
 
Verbascum taxonomy 
Molecular data strongly confirm that the current classification does not reflect 
monophyletic lineages. Our results are mostly incongruent with sectional and 
infrasectional circumscriptions, so they indicate that some taxonomic rearrangements 
of sections are needed in the Verbascum genus. None of thesubsections, sections 
orinformal groups is monophyletic. Moreover, the majority of classical morphological 
charactersused so far to distinguish Verbascum species turned out to be homoplasic, 
rendering them of limited suitability for genus diagnosis. One explanation for the 
homoplasy of morphological characters can be convergent or parallel evolution, or 
reticulate evolution (Garcia et al. 2009, Costea & Stefanovic, 2010).  
 
Conclusion and perspectives 
This molecular phylogenetic study brings new insights into the diversification 
and evolution of the Verbascum genus, a poorly characterized species-rich genus 
that probably represents a key to understanding the speciation process in the 
Mediterranean basin. Our data enabled us to confirm the monophyly of the genus 
and the synonymy with Celsia. However, finding good morphological characters and 
proposing a natural infrageneric classification remains a hard task. To address these 
issues, more taxon sampling is required, including more species with four fertile 
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stamens and species with pedunculate clusters of flowers. Furthermore, the use of 
additional markers such as low-copy nuclear regions, supplemented with 
chromosome base number data, might reveal more complex phylogenetic 
relationships within the Verbascum genus.  
 
Acknowledgments  
 
We are most grateful to the curators and keepers of the herbaria G, MPU, K. 
and E for allowing us to examine specimens. We wish to thank all colleagues who 
helped us with collection on field trips and in the lab. This work was funded by a grant 
from the MESR for SRand from the Institut national des sciences de l'Univers (INSU- 
MISTRALS TERMEX STEPMED). We thank also Mrs Buchwalter for proofreading 
the manuscript for English language. Kamuran Aktas received a postdoctoral grant 
from TUBITAK to contribute to this work, and we thank the Scientific and 
Technological Research Council of Turkey (TUBITAK), INSU and MESR for their 
support. 
 
  
 
	
85 
  
Literature cited 
 
Albach DC, Martinez-Ortega MM, Fischer MA, Chase MW. 2004. Evolution of 
Veroniceae: A phylogenetic perspective. Annals of the Missouri Botanical Garden 
91: 275-302. 
Attar F, Riahi M, Daemi F, Aghabeigi F. 2011. Preliminary molecular phylogeny of 
EurasianScrophularia (Scrophulariaceae) based on DNA sequence data from 
trnS-trnG and ITS regions. Plant Biosystems 145: 857-865. 
Aytaç Z, Duman H. 2012. Verbascum hasbenlii (Scrophulariaceae), a new species 
from Turkey.Turkish Journal of Botany 36: 322-327. 
Bani B, Adıguzel N, Karavelioğulları FA. 2010. A new species Verbascumturcicumsp. 
nov. (Scrophulariaceae) from South Anatolia, Turkey. Annales Botanici Fennici 
47: 489-492. 
Belli O. 1601. In De L’Ecluse C., Rariorum Plantarum Historia. Antwerpiae: Ex 
officina Plantiniana apud Ioannem Moretum. 
Bentham G. 1846. Scrophulariaceae  In  A. de Candolle, Prodromus systematis 
naturalis regni vegetabilis vol. 10. A. de Candolle. V. Masson, Paris. pp. 186-586. 
Bohs L, Weese T, Myers N, Lefgren V, Thomas N, van Wagenen A, Stern S. 2007. 
Zygomorphy and heteranthery in Solanumin a phylogenetic context. Acta 
Horticulturae 745: 201-223. 
Boissier E. 1844. Diagnoses Plantarum Orientalum Novarum 5. B. Hermann, Leipzig. 
Boissier E. 1879. Flora Orientalis IV. H. Georg, Basel. 
Borsch T, Quandt D. 2009.Mutational dynamics and phylogenetic utility of noncoding 
chloroplast DNA. Plant Systematics and Evolution 282: 169-199. 
Carrio E, Forrest AD, Guemes J, Vargas P. 2010. Evaluating species nonmonophyly 
as a trait affecting genetic diversity: a case study of three endangered species of 
Antirrhinum L. (Scrophulariaceae). Plant Systematics and Evolution 288:43-58. 
CBOL Plant Working Group. 2009. A DNA barcode for land plants. Proceedings of 
the National Academy of Sciences of the United States of America 106: 12794-
12797. 
Cuénoud P, Savolainen V, Chatrou LW, Powell M, Grayer RJ, Chase MW. 2002. 
Molecular phylogenetics of Caryophyllales based on nuclear 18S rDNA and 
plastid rbcL, atpB, and matK DNA sequences. American Journal of Botany 89: 
132-144. 
 
	
86 
  
Davis PH, Mill RR, Tan K. 1988.Flora of Turkey and the East Aegean Islands (Suppl. 
1). Edinburgh University Press. 
Datson PM, Murray BG, Steiner KE. 2008. Climate and the evolution of 
annual/perenniallife-histories in Nemesia (Scrophulariaceae). Plant Systematics 
and Evolution 270: 39–57. 
Ekim T. 2000.Verbascum L. In: Guner A, Ozhatay N, Ekim T and Başer KHC (eds.), 
Flora of Turkey and the East Aegean Islands (Suppl. 2), Edinburgh University 
Press. 
Felsenstein J. 1985. Confidence limits on phylogenies: An approach using the 
bootstrap. Evolution 39:783-791. 
Ford CS, Ayres KL, Toomey N. 2009. Selection of candidate coding DNA barcoding 
regions for use on land plants.Botanical Journal of the Linnean Society 159: 1-11. 
Franchet MA. 1875. Etudes sur les Verbascum de la France et de l’Europe Centrale. 
Lemercier et fils, Vendôme. 
Hamilton MB. 1999. Four primer pairs for the amplification of chloroplast intergenic 
regions with intraspecific variation. Molecular Ecology 8:521-523. 
Heywood VH. 1993. Flowering plants of the World. Oxford Univ. Press, New York, 
USA. 
Huber-Morath A. 1978. Verbascum L. In: PH Davis (ed.) Flora of Turkey and the East 
Aegean Islands, Vol. 6, pp. 461-603, Edinburgh University Press. 
Huber-Morath A. 1981. Verbascum L. In: Rechinger, K.H. (Ed.) Flora Iranica, Vol. 
147. Akademische Druck-u-Verlagsanstalt Graz, pp. 5-51. 
Huelsenbeck JP, Ronquist F. 2001.MRBAYES. Bayesian inference of phylogeny. 
Bioinformatics 17: 754-755. 
Karavelioğullari FA, Aytaç Z. 2008. Revision of the genus Verbascum L. (Group A) in 
Turkey. Botany Research Journal 1: 9-32. 
Kress WJ, Prince LM, Williams KJ. 2002. The phylogeny and a new classification of 
the gingers Zingiberaceae): Evidence from molecular data. American Journal of 
Botany 89:1682-1696. 
Kuntze O.1891. Revisio generum plantarum: vascularium omnium atque cellularium 
multarum secundum leges nomenclaturae internationales cum plantarum 
exoticarum in itinere mundi collectarum. O. Kuntze. Leipzig. 
Lahaye R, Van der Bank M, Bogarin D, Warner J, Pupulin F, Gigot G, Maurin O, 
Duthoit S, Barraclough TG, Savolainen V. 2008. DNA barcoding the floras of 
 
	
87 
  
biodiversity hotspots. Proceedings of the National Academy of Sciences of the 
United States of America 105: 2923-2928. 
Lavier-George L. 1937. Le trichome floral et ses rapports avec l'hybridité dans le 
genre Verbascum. Bulletin du Muséum national d’histoire naturelle 9: 219-226. 
Linnaei C. 1753. Species plantarum: exhibentes plantas rite cognitas, ad genera 
relatas, cum differentiis specificis, nominibus trivialibus, synonymis selectis, locis 
natalibus, secundum systema sexuale digestas. Holmiae, Impensis Laurentii 
Salvii. 
Mabberley DJ. 2008. Mabberley's Plant-book. A Portable Dictionary of Plants, their 
Classifications, and Uses. Cambridge University Press , 1021 pp. 
Maddison WP, Maddison DR. 2011. Mesquite: a modular system for evolutionary 
analysis. Version 2.75 http://mesquiteproject.org. 
Murberck S. 1933. Monographie Der Gattung Verbascum. Acta Univ. Lund 29: 1-630. 
Olmstead RG, Depamphilis CW, Wolfe AD, Young ND, Elisons WJ, Reeves PA. 
2001. Desintegration of the Scrophulariaceae. American Journal of Botany 88: 
348-361. 
Oxelman B, Kornhall P, Olmstead RG, Bremer B. 2005. Further disintegration of 
Scrophulariaceae. Taxon 54: 411-425. 
Ozhatay N, Kultur Ş. 2006.Check-list of additional taxa to the Supplement Flora of 
Turkey III.Turkish Journal of Botany 30: 281-316. 
Ozhatay N, KulturŞ, Aslan S. 2009. Check-list of additional taxa to the supplement 
Flora of Turkey IV. Turkish Journal of Botany 33: 204. 
Ozhatay N, Kultur Ş, Gurdal MB. 2011. Check-list of additional taxa to the 
supplement Flora of Turkey V. Turkish Journal of Botany 35: 589-624. 
Parolly G, Tan K. 2007. Verbascum lindae (Scrophulariaceae), a new species from 
SW Anatolia. Willdenowia 37: 277-282. 
Parolly G, Eren O. 2008. Verbascum haraldi-adnani (Scrophulariaceae), a new 
chasmophytic species from SW Anatolia, Turkey. Willdenowia 38: 127-134. 
Pfund J. 1840. In Berchtold & Pfund, Monographiae Generis Verbascum Prodromus.  
Posada D. 2008. jModelTest: phylogenetic model averaging. Molecular Biology and 
Evolution 25: 1253-1256. 
Remal S. 2014. Approche moléculaire et morphologique du genre Verbascum L. 
Doctorat de l’Université de Toulouse, UPS Toulouse 167pp. 
 
	
88 
  
Sass C, Little DP, Stevenson DW, Specht CD. 2007. DNA barcoding in the 
Cycadales: Testing the potential of Proposed barcoding markers for species 
identification of Cycads. Plos One 2: e1154. 
Scheunert A, Heubl G. 2011. Relationships of New World Scrophularia L. 
(Scrophulariaceae): New insights inferred from DNA sequence data. Plant 
Systematics and Evolution 291: 69-89. 
Scheunert  A, Heubl G. 2014. Diversification of Scrophularia (Scrophulariaceae) in 
the Western Mediterranean and Macaronesia-phylogenetic relationships, 
reticulate evolution and biogeographicpatterns. Molecular Phylogenetics and 
Evolution 70: 296-313. 
Schrader HA. 1813. Monographia generis verbasci, Gottingen, pp. 1-57. 
Shaw J, Lickey EB, Beck JT, Farmer SB, Liu WS, Miller J, Siripin KC, Winder CT, 
Schilling EE, Small RL. 2005. The tortoise and the hare II: Relative utility of 21 
noncoding chloroplast DNA sequences for phylogenetic analysis. American 
Journal of Botany 92: 142-166. 
Swofford DL. 2002. PAUP: Phylogenetic Analysis Using Parsimony. Version 4.0b10 
for Macintosh.Sinauer Associates, Publishers, Sunderland, MA. 
Taberlet P, Gielly L, Pautou G, Bouvet J. 1991. Universal primers for amplification of 
three non-coding regions of the chloroplast DNA. Plant Molecular Biology 17: 
1105-1109. 
Vallejo-Marín M, Barrett SCH. 2009.Modification of flower architecture during early 
stages in the evolution of self-fertilization. Annals of Botany 103: 951-962. 
Vallejo-Marín M, Da Silva EM, Sargent RD, Barrett SCH. 2010.Trait correlates and 
functional significance of heteranthery in flowering plants. New Phytologist 188: 
418-425. 
Walker-Larsen J, Harder LD. 2000. The evolution of staminodes in angiosperms: 
patterns of stamen reduction, loss, and functional re-invention. American Journal 
of Botany 87: 1367-84. 
White TJ, Bruns T, Lee S, Taylor JW. 1990. Amplification and direct sequencing of 
fungal ribosomal RNA genes for phylogenetics. Pp. 315-322 In: PCR Protocols: A 
Guide to Methods and Applications, eds. Innis, MA, DH Gelfand, JJ Sninsky, and 
TJ White. Academic Press, Inc., New York. 
 
 
 
	
89 
  
List of figures and tables 
 
Figure 1: Geographical distribution of the Verbascum genus L., from Murbeck (1933). 
 
Figure 2: Bayesian 50% majority rule tree inferred from cpDNA, with posterior 
probabilities above branches and nonparametric bootstrap values under branches. 
Bold letters : clades. 
 
Figure 3: Bayesian 50% majority rule tree inferred from ITS sequences, with posterior 
probabilities above branches (left) and and nonparametric bootstrap values under 
branchesBold letters : clades. 
 
Figure 4: Bayesian 50% majority rule tree inferred from combined datasets with 
posterior probabilities above branches (left) and andnonparametric bootstrap values 
under branches.Clades are labelled in bold. 
 
Figure 5: Mapping of the evolution of cauline leaf (left) and basal leaf shape (right) on 
the cpDNA Bayesian 50% majority rule consensus tree. 
 
Figure 6: Mapping of the evolution of the number of flowers per bract (left) and of the 
presence of bracteoles (right) on the cpDNA Bayesian 50% majority rule consensus 
tree. 
 
Figure 7: Mapping of the evolution of the number of fertile stamens (left) and 
heteranthery (right) on the cpDNA Bayesian 50% majority rule consensus tree. 
 
Figure 8: Mapping of the evolution of indumentum hairs (left) and of the presence of 
glandular hairs (right) on the Bayesian 50% majority rule consensus tree based on 
cpDNA data. 
 
Table 1: List of taxa with collectors’ names, vouchers and origins. Following taxa 
names, in brackets : the first letter in italics corresponds to Murbeck’s subsection (S 
for Singuliflora and F for Fasciculata) and the second letter to the group of Huber-
Morath it belongs to. 
 
Table 2: List of morphological characters and their states 
 
Table 3: Matrix characteristics 
	
 
 
 
 
 
 
 
	
90 
  
Table 1: List of taxa with collectors’ names, vouchers and origins. Following taxon names, in 
brackets : the first letter in italics corresponds to Murbeck’s subsection (S for Singuliflora and 
F for Fasciculata), and the second letter to the group of Huber-Morath it belongs to. For 
France, numbers are for French départements 
 
Taxon Collector Voucher Origin Country Town Altitude 
 
OUTGROUPS:       
 
Plantaginaceae 
Digitalis purpurea L. L. Civeyrel 1857  Cultivated (seeds from France) 
Keckelia cordifolia Straw. O. Navé ON47  Cultivated (seeds from the USA) 
Scrophulariaceae 
Leucophyllum frutescens M. Johnston O. Navé ON48  Cultivated (seeds from the USA) 
Scrophularia canina L. O. Navé ON40 France, 66 Saint Cyprien, 1m 
Scrophularia nodosa L. O. Navé ON49 Italia, Como, 225 m 
 
INGROUPS (Verbascum L.):      
Section Bothrosperma Murb. 
V. arcturus L.- (S; A) L. Civeyrel GR1914 Cultivated (seeds from Crete, Greece) 
V. blattaria L.- (S ; B) O. Navé FRON3 France, 33 Saint-Michel-de-Rieufret, 28m 
V. blattaria L.- (S ; B) O. Navé FRON3a  France, 31 Toulouse, 147m 
V. boerhavii L.- (F ; E) O. Navé FRON44 France, 66 Saint Jean d'Albères, 543m 
V. boerhavii L.- (F ; E) O. Navé FRON57 France, 65 Saint Lary, 826m 
V. bombyciferumBoiss.- (F ; E) L. Civeyrel FR1865 Cultivated (seedsfrom Turkey) 
V. bombyciferumBoiss.- (F ; E) O. Navé FRON32 Cultivated, SwitzerlandZurich Bot. G.  
V. cariense Hub.-Mor.- (F ; F) L. Civeyrel TK1864 Turkey, cultivated seeds from Izmir 
V. cariense Hub.-Mor.- (F ; F) L. Civeyrel TK1906 Cultivated (seedsfrom Turkey) 
V. chaixii Vill.- (F ; J) K. Aktas-  FRKA1 France, 05 Gap, les Baux, 1150m 
V. chaixii Vill.- (F ; J) K. Aktas-  FRKA2  France, 05 Gap, les Baux, 1150m 
V. chaixii Vill.- (F ; J) L. Civeyrel FR1837 France, 26, Saou, 401m 
V. cheiranthifolium Boiss.- (F ; M) L. Civeyrel TK1879 Turkey Aydin, Incirliova road to Tire, 980m 
V. cheiranthifolium Boiss.- (F ; M) L. Civeyrel TK1907 Cultivated (seedsfrom Turkey) 
V. chrysochaete Stapf.- (F ; L) L. Civeyrel TK1812 Turkey, Antalya, Çıralı, Olympos, 106m  
V. chrysochaete Stapf.- (F ; L) L. Civeyrel TK1815 Turkey, Antalya, Ovacik, 890m 
V. chrysochaete Stapf.- (F ; L) L. Civeyrel TK1818 Turkey, Antalya, Kemer, 50m 
V. dumulosum P.H.Davis & Hub.-Mor.- (S; C) L. Civeyrel TKDUM Turkey, Antalya, (cultiv.) Termessus, 900m 
V. epixanthinum Boiss. & Heldr.- (F ; E) L. Civeyrel GR1868 Cultivated (seeds from Greece) 
V. epixanthinum Boiss. & Heldr.- (F ; E) L. Civeyrel GR1869 Cultivated (seeds from Greece) 
V. glomeratum Boiss.- (F ; K) L. Civeyrel TK1821 Turkey, Elmadi, Yalniz, 325m 
V. glomeratum Boiss.- (F ; K) L. Civeyrel TK1824 Turkey, Elmadi, Arifkoy, 715m 
V. lasianthum Boiss.- (F ; L) K. Aktas TKKA2 Turkey, Izmir, Akarca, seaside, 4m 
V. lasianthum Boiss.- (F ; L) L. Civeyrel TK1882  Turkey, Izmir, Seferihisar, on rocks, 5m 
V. lasianthum Boiss.- (F ; L) L. Civeyrel TK1883  Turkey, Izmir, Seferihisar, in fields 
V. levanticum I.K.Ferguson- (S; A) L. Civeyrel TK1828 Turkey, Antalya Phaselis ruins, 10m 
V. lychnitis L.- (F ; I) L. Civeyrel FR1841 France, 26, Forêt de Saou, 425m 
V. lychnitis L.- (F ; I) O. Navé FRON13 France, 13, Port Saint Louis du Rhône, 1m 
V. lydium Boiss.- (F ; H) L. Civeyrel TK1887 Turkey, Izmir, Odemis, OvacikKöyü,1150m 
V. lydium Boiss.- (F ; H) L. Civeyrel TK1888 Turkey, Izmir, Odemis, OvacikKöyü,1160m 
V. macrurum Ten.- (F ; E) L. Civeyrel GR1920 Greece, Mt Kyllini (Ziria), Kaliani, 745m 
V. macrurum Ten.- (F ; E) L. Civeyrel GR1936 Greece, Mt Chelmos, Kalavryta, 1132m 
V. maeandri Bornm.- (F ; E) K. Aktas TKKA8 Turkey, Aydın, Ortaklar, 65m 
V. mallophorum Boiss. & Heldr.- (F ; H) L. Civeyrel GR1924 Greece, Mt Kyllini (Ziria), 1315m 
V. mallophorum Boiss. & Heldr.- (F ; H) L. Civeyrel GR1925 Greece, Mt Kyllini (Ziria), Karia 1316m 
V. mucronatum Lam.- (F ; K) L. Civeyrel TK1875 Turkey, Izmir Soke to Kokarli, 798m 
V. mucronatum Lam.- (F ; K) L. Civeyrel TK1885 Turkey, Izmir UzumlerCami, 33m 
V. nevadense Boiss.- (F ; E) L. Civeyrel SP1459 Spain, AlmeriaNijar, 615m 
V. nevadense Boiss.- (F ; E) L. Civeyrel SP1458 Spain, AlmeriaNijar, 615m 
V. nigrum L.- (F ; J) K. Aktas FRKA France, 05, Gap, 750m 
V. nigrum L.- (F ; J) L. Civeyrel FR1852  France, 09 Durban surArize 370 m 
V. nigrum L.- (F ; J) L. Civeyrel FR1853  France, 09 Mas d'Azil 307 m 
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V. nigrum L.- (F ; J) L. Civeyrel FR1899  France, 09 Montsegur, 870 m 
V. nigrum L.- (F ; J) L. Civeyrel FR1901  France, 09 Montsegur, 824 m 
V. nigrum L.- (F ; J) O. Navé FRON04 Italy, Como, 225 m 
V. nigrum L.- (F ; J) O. Navé FRON06 Switzerland, Gôschenen, 1160m 
V. olympicum Boiss.- (F ; I) L. Civeyrel GR1866 Cultivated (seeds from Greece) 
V. olympicum Boiss.- (F ; I) L. Civeyrel GR1867 Cultivated (seeds from Greece) 
V. parviflorum Lam.- (F ; F) K. Aktas TKKA4 Turkey, Izmir, Manisa, 560m 
V. parviflorum Lam.- (F ; F) L. Civeyrel TK1871  Turkey, Izmir south of Bagarasi, 242m 
V. parviflorum Lam.- (F ; F) L. Civeyrel TK1878  Turkey, Aydin, Incirliova road to Tire, 970m 
V. phlomoides L. - (F ; ) O. Navé FRON11 France, 31 Toulouse Ramonville, 155 m 
V. phlomoides L.- (F ; ) O. Navé FRON22 France, 31 Portet sur Garonne,152 m 
V. phoeniceum L.- (S; B) L. Civeyrel TK1845 Cultivated (seeds from Turkey) 
V. phoeniceum L.- (S; B) L. Civeyrel TK1846  Cultivated (seeds fromZurich Bot. Garden)  
V. pterocladum Hub.-Mor. - (F ; ) L. Civeyrel TK1881  Turkey, Aydin road to Tire,1000m 
V. pulverulentum Vill.-(F ; M) L. Civeyrel FR1843  France, 26, Forêt de Saou, 430m 
V. pulverulentum Vill.-(F ; M) S. Remal SWRG4  Cultivated, Switzerland, Geneva Bot. G. 
V. pychnostachium Boiss. & Heldr.- (F ; K) L. Civeyrel TK1826  Turkey, Korkuteli, 1350m 
V. sinuatum L. - (F ; H) L. Civeyrel FR1895  France, 34 La Gardiole, 84m  
V. sinuatum L. - (F ; H) L. Civeyrel GR1922  Greece, Mt Kyllini (Ziria), Kastania, 723m 
V. sinuatum L. - (F ; H) L. Civeyrel GR1930  Greece, Mt Kyllini (Ziria),Koumarias, 636m 
V. sinuatum L. - (F ; H) L. Civeyrel SP1445  Spain, Valencia, Real de Montroy, 130m 
V. sinuatum L. - (F ; H) L. Civeyrel SP1537  Spain,Lleida,Tremp, 520m 
V. sinuatum L. - (F ; H) L. Civeyrel TK1813  Turkey, Antalya, Olympos, 34m 
V.sinuatum L.- (F ; H) L. Civeyrel TK1877  Turkey, Aydin, Incirliova road to Tire, 79m 
V. sinuatum L. - (F ; H) O. Navé FRON25 France, 31 Pinsaguel, 153m 
V. sinuatum L. - (F ; H) O. Navé FRON8a France, 31 Portet sur Garonne,150m 
V. speciosum Schrader- (F ; M) L. Civeyrel GR1926a Greece, Mt Kyllini (Ziria), 1298m 
V. speciosum Schrader- (F ; M) L. Civeyrel GR1931  Greece, Mt Kyllini (Ziria), 1228m 
V. spinosum L.- (S; C) L. Civeyrel GR1486  Cultivated (seeds from Crete) 
V. spinosum L.- (S; C) S. Remal SWRG5  Cultivated, Switzerland, Geneva Bot. G. 
V. thapsus L. - (F ; E) O. Navé FRON10 France, 31 Toulouse Rangueil, 150 m 
V. thapsus L. - (F ; E) O. Navé FRON20 France, 31 Toulouse Pech David, 235 m 
V. undulatum Lam.- (F ; I) L. Civeyrel GR1921  Greece, Mt Kyllini (Ziria), Kaliani, 745m 
V. undulatum Lam.- (F ; I) L. Civeyrel GR1929  Greece, Mt Kyllini (Ziria), Koumarias, 636m 
V. virgatum Stokes- (S; B) O. Navé FRON55 France, 81 Marsac, 967 m 
92 
Table 2: List of morphological characters and their states 
Character Character states 
1. Stem section (0) terete,  (1) angular, (2) both 
2. Cauline leafdecurrency (0) decurrent,  (1) not decurrent 
3. Basal leaf shape (0) lanceolate,  (1) lyrate,  (2) ovate,  (3) elliptic,  (4) orbicular,  (5) cordate,  (6) oblong,  (7)pinnatifid,  (8) runcinate 
4. Leaf margin (0) entire,  (1) crenate,  (2) crenulate,  (3) dentate,  (4) incised-lobed 
5. Indumentum hairs (0) simple, (1) ramified, (2) absent (outgroups) 
6. Glandular hairs (0) absent,  (1) present 
7. Bract shape (0) lanceolate,  (1) orbicular,  (2) ovate, (3) triangular,  (4) linear,  (5) cordate 
8. Bracteoles (0) absent,  (1) present 
9. Ramification of inflorescence (0) simple,  (1) elliptic,  (2) pyramidal,  (3) ovate,  (4) oblong,  (5) cylindrical, (6) broad panicle 
10. Number of flowers per bract (0) 1 to 3 flowers per bract,  (1) sessile clusters of 2-numerous flowers,  (2) pedunculate clusters of 2-numerous flowers 
11. Corolla colour (0) yellow,  (1) violet, (2) red (outgroups), (3) brown (outgroups) 
12. Corolla outside (0) glabrous,  (1) tomentose,  (2) glandular hairy 
13. Pellucid glands (0) absent,  (1) present 
14. Calyx lobe (0) linear,  (1) lanceolate,  (2) spathulate,  (3) triangular,  (4) oblong, (5) ovate 
15. Calyx length (0) <pedicel,  (1) = pedicel,  (2) > pedicel 
16. Number of fertile stamens (0) 4 stamens,  (1) 5 stamens 
17. Heteranthery (0) all identical (reniform for Verbascum L.),       (1) 2 types (2 lower decurrent) 
18. Filament-hair colour (0)white/yellow,  (1) purple-violet,  (2) both, (3) absent 
19. Stigma (0) decurrent on the style,    (1) not decurrent 
20. Capsule shape (0) ovate,  (1) oblong,  (2) globose,  (3) elliptic,  (4) cylindrical,  (5) pyramidal 
21. Filament colour (0) orange, (1) reddish, (2) yellow, (4) white 
22. Gorge maculation (0) present, (1) absent 
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Table 3: Matrix characteristics 
trnL-F trnH-psbA trnS-G matK 
cpDNA 
matrix ITS 
Matrix length (bp) 981 682 992 917 3572 685 
Number of informative 
characters (%)  62 94 87 77 320 (9%) 
92 
(13%) 
Tree length 183 261 274 217 953 383 
Consistency Index 0.8804 0.8774 0.8467 0.8972 0.8552 0.7389 
Consistency Index  
excluding uninformative 
characters 
0.7528 0.7881 0.7103 0.7982 0.7315 0.5851 
Retention Index 0.8900 0.8638 0.8403 0.9095 0.8533 0.7959 
Rescaled Consistency index  0.7836 0.7579 0.7115 0.8160 0.7298 0.5881 
Figure 1: Geographical distribution of the Verbascum genus L., from Murbeck (1933). 
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Figure 2: Bayesian 50% majority rule tree inferred from cpDNA, with posterior 
probabilities above branches and nonparametric bootstrap values under branches. 
Bold letters : clades. 
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Figure 3: Bayesian 50% majority rule tree inferred from ITS sequences, with posterior 
probabilities above branches (left) and and nonparametric bootstrap values under 
branchesBold letters : clades. 
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Figure 4: Bayesian 50% majority rule tree inferred from combined datasets with posterior 
probabilities above branches (left) and andnonparametric bootstrap values under 
branches.Clades are labelled in bold. 
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Figure 5: Mapping of the evolution of cauline leaf (left) and basal leaf shape (right) on 
the cpDNA Bayesian 50% majority rule consensus tree. 
 
 
 
Figure 6: Mapping of the evolution of the number of flowers per bract (left) and of the 
presence of bracteoles (right) on the cpDNA Bayesian 50% majority rule consensus 
tree. 
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Figure 7: Mapping of the evolution of the number of fertile stamens (left) and 
heteranthery (right) on the cpDNA Bayesian 50% majority rule consensus tree. 
 
 
 
 
 
Figure 8: Mapping of the evolution of indumentum hairs (left) and of the presence of 
glandular hairs (right) on the Bayesian 50% majority rule consensus tree based on 
cpDNA data. 
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V. Article 2: Cas d’hybridations récentes et anciennes entre espèces du genre 
Verbascum L. mise en évidence par l’incongruence des données moléculaires 
chloroplastiques et nucléaires. 
 
A. Contexte et objectifs 
L’hybridation est un phénomène qui jour un rôle important dans l’évolution des 
plantes et de nombreux cas de spéciation via hybridation sont recensés dans la littérature 
(Rieseberg, 1997; Rieseberg et Carney, 1998 ; Xu, 2000; Mallet, 2007 ; Peterson et al. 2009; 
Wilson et Hudson, 2011; Pelser et al., 2012; Blanco-Pastor, 2012). En effet, ce phénomène 
peut augmenter la variation génétique et contribuer à l’évolution adaptative conduisant à la 
spéciation (Wolfe et al., 1998; Seehausen, 2004 ; Mallet, 2007 ; Peterson et al., 2009; Costea 
et Stefanovic, 2010; Pelser et al. 2012). Chez les végétaux, 25% des espèces sont connues 
pour leur faculté d’hybridation (Mallet, 2007). Les premières études d’hybridation chez les 
angiospermes étaient basées sur la cytologie, les croisements expérimentaux ainsi que 
l’élaboration d’indices d’hybridation et de diagrammes basés sur la morphologie (Anderson et 
Hubricht, 1938 ; Stebbins et Togby, 1944 ; Heiser, 1947; Bammi et Olmo, 1966 ;  Wells, 
1980; Kwak, 1980; Wolfe et al., 1998 ; Rieseberg et Carney, 1998). Puis, les analyses de 
phylogénie modernes ont été d’abord inférées à l’aide des caractères moléculaires, puis plus 
récemment l’utilisation de marqueurs moléculaires a apporté de nouvel aperçu de ce 
phénomène d’hybridation très courant chez les plantes (Rieseberg, 1997 ; Linder et Rieseberg, 
2004 ; Seehausen, 2004).  
La spéciation via l’hybridation interspécifique (plus tard notée spéciation hybride) a 
un rôle majeur dans la formation de nouvelles espèces. Il existe 2 types de spéciation hybride; 
i) la spéciation homoploïde (ou recombinante), dans laquelle la nouvelle espèce possède le 
même nombre de chromosomes que ses 2 espèces qui lui ont donné naissance, ou ii) la 
spéciation polyploïde, avec duplication des chromosomes soit au sein d’une même espèce 
(autopolyploïdie), soit dans l’espèce hybride issue du croisement de 2 espèces 
(allopolyploïdie) (Seehausen, 2004 ; Mallet, 2007). La spéciation via polyploïdie a été 
montrée chez de nombreux groupes de plantes et entre 40 et 70% des plantes sont polyploïdes 
(Mallet, 2007). En général, les cas de spéciation hybride polyploïde conduisent à un isolement 
reproductif de la nouvelle espèce hybride (Rieseberg et Caney, 1998; Seehausen, 2004 ; 
Mallet, 2007), du fait de la production de gamètes aneuploïdes stériles. De ce fait, la capacité 
des plantes à se reproduire de manière végétative explique le nombre élevé d’espèces hybrides 
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allopolyploïdes chez les végétaux, comparé aux animaux chez qui la reproduction sexuée est 
le mode de reproduction majoritaire. 
Les cas de spéciation hybride homoploïde interviennent le plus souvent entre espèces 
proches et sont plus difficilement détectables (Seehausen, 2004 ; Mallet, 2007). Le 
rétrocroisement avec les espèces parentales étant toujours possible, il est difficile de 
distinguer les taxons d’origine hybride del’introgression (Mallet, 2007). Les facteurs 
influençant ce mode de spéciation sont la sélection naturelle, l’évolution rapide des 
chromosomes et la disponibilité d’un habitat nouveau après un bouleversement écologique 
(Rieseberg, 1997). Ce type d’hybridation avec recombinaison allélique peut permettre une 
augmentation de la variabilité génotypique ou l’apparition de génotypes extrêmes, permettant 
alors la colonisation d’autres niches écologiques restées inoccupées ou nouvellement apparues 
(Rieseberg, 1997; Rieseberg et Carney, 1998 ; Seehausen, 2004 ; Mallet, 2007).  
La spéciation hybride, avec sympatrie des 2 espèces parentales, remet en cause le 
concept d’espèce biologique la plus souvent définie par l’isolement reproductif de ses 
populations interfécondes. Une espèce serait alors plutôt définie comme un groupe 
génotypique maintenu stable et distinct face à l’hybridation et aux flux de gènes potentiels 
(Rieseberg et Carney, 1998 ; Seehausen, 2004 ; Mallet, 2007). Alors que la polyploïdie 
permet un isolement reproductif immédiat, le succès du maintien des lignées hybrides 
homoploïdes nécessite la mise en place de barrières reproductives pré et/ou post-zygotiques 
afin de réduire les flux de gènes avec les espèces parents (Seehausen, 2004). Les mécanismes 
impliqués dans les barrières reproductives pré-zygotiques, c’est-à-dire précédant la 
fécondation, concernent l’incompatibilité des gamètesou l’impossibilité de leur rencontre, de 
part une disjonction dans le temps ou dans l’espace. Les barrières post-zygotiques, c’est-à-
dire après la fécondation, concernent la stérilité, non viabilité de la descendance de la lignée 
hybride.  
Bien que les hybrides soient considérés comme étant stériles du fait du faible taux de 
réussite de leur descendance, le maintien d’une lignée hybride implique une faible fertilité au 
cours des premières générations puis plus importante au cours des suivantes, on parle alors de 
goulot d’étranglement (Rieseberg et Carney, 1998; Barton, 2001). La majorité des espèces 
issues d’hybridation apparaissent au sein de groupes de plantes ayant un mode de 
reproduction par pollinisation croisée plutôt que par autopollinisation. Ceci  est contradictoire 
avec le besoin de limiter les flux de gènes pour la stabilisation de la nouvelle espèce hybride 
(Rieseberg, 1997 ; Rieseberg et Carney, 1998). Au sein d’un taxon hybride, l’apparition d’une 
variation transgressive peut apporter une innovation adaptative dans un environnement donné, 
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alors favorisée par la sélection naturelle, demandant elle-même de la variation génétique 
apportée par la formation d’un hybride (Rieseberg et Carney, 1998 ; Barton, 2001 ; Mallet, 
2007). 
L’hybridation est un phénomène très commun chez Verbascum L. (Schrader, 1813 ; 
Murbeck, 1933) et explique sans doute les problèmes de taxonomie du genre: l’hybridation 
fréquente et la faible quantité de caractères morphologiques facilement identifiables. Le 
phénomène d’hybridation naturel est favorisé par la présence de plusieurs espèces en 
sympatrie plus particulièrement dans les habitats perturbés qui caractérisent l’écologie de 
nombreux Verbascum (Murbeck, 1933; Huber-Morath, 1978). Dans la monographie de 
Murbeck (1933) 252 espèces et 200 hybrides, sont recensés ainsi que 228 espèces et 114 
hybrides pour Flora of Turkey (Huber-Morath, 1978). Les hybrides sont morphologiquement 
décrits comme étant intermédiaire entre leurs espèces parents mais en cas d’introgression, il 
est encore plus difficile de les identifier. Ces problèmes d’introgression, peuvent être une 
source d’incongruence entre les différentes données moléculaires dans nos analyses 
phylogénétiques. 
Afin de réaliser une phylogénie du genre, 97 plantes ont été collectées dans leurs 
habitats naturels en essayant de collecter plusieurs échantillons de la même espèce. L’objectif 
de ce second article est de mettre en évidence des cas d’hybridation naturelle récents et/ou 
plus anciens au sein de ce genre à l’aide d’un marqueur nucléaire ribosomique hérité de 
manière biparentale  et de marqueurs chloroplastiques, en faisant l’hypothèse qu’ils sont 
hérités de manière maternelle uniquement chez Verbascum L. comme c’est le cas chez la 
majorité des angiospermes. Notre objectif est de détecter les cas de d’évolution réticulée, 
phénomène récurrent chez de nombreux groupes de plantes (Sang et al., 1997; Andreasen et 
al., 1999; Alice et al., 2001; Guibert et al., 2009 ; Koch et al., 2010; Pelser et al., 2012).  
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B. Résumé 
Le genre Verbascum L. (Scrophulariaceae s. s.), présente un grand degré de diversité 
morphologique et le phénomène d’hybridation naturelle, très commun entre ses différentes 
espèces, peut être considérer comme une source de complexité taxonomique. Afin d’étudier 
les relations phylogéntiques au sein du genre Verbascum, ainsi que les effets possible de 
l’hybridation sur ces relations, nous avons inclus 97 taxons et 4 hybrides potentiels à notre 
échantillonnage. Des analyses phylogénétiques en parcimonie et inférence bayésienne ont été 
réalisées en utilisant 4 régions chloroplastiques (trnL-F, trnS-G, matK et trnH-psbA) et une 
région nucléaire ribosomique à plusieurs copies (ITS).  Les séquences ITS obtenues par 
séquençage direct ont montré un polymorphisme additif pour 2 des 4 hybrides potentiels. De 
plus, les topologies des arbres obtenus à partir des 2 jeux de données se sont révélées non 
congruentes.  Ces résultats permettent ainsi de confirmer le statut des 4 hybrides potentiels 
mais aussi de mettre en évidence des cas d’hybridation plus anciens et d’introgression au sein 
du genre Verbascum. Dans cette étude, nous montrons que l’hybridation naturelle peut avoir 
lieu très facilement entre espèces très différentes morphologiquement, ce qui pourrait 
expliquer la difficulté à élaborer une classification naturelle du genre.  Les événements de 
réticulation seront importants à prendre en compte afin de mieux à comprendre les relations 
phylogénétiques existant entre les différentes espèces du genre Verbascum L.  
 
Mots clés: hybridation, bassin méditerranéen, phylogénie, systématique, Verbascum L. 
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ABSTRACT 
Verbascum L. (Scrophulariaceae) is a typical genus of steppic and Mediterranean 
vegetations which displays a high degree of morphological diversity and natural 
hybridization, which can be a source of taxonomic complexity. In order to identify possible 
cases of natural hybridization and hybrid speciation in this genus, we sampled 97 
Verbascum plants, including four putative hybrids based on morphology. We performed 
parsimony-based and Bayesian phylogenetic analyses using four cpDNA regions (trnL-F, 
trnS-G, matK and trnH-psbA) and one ribosomic nrDNA region (ITS). Topological 
incongruences were found between both datasets and ITS sequences showed additive 
polymorphism for two of the four putative hybrids. Our molecular analyses combined with a 
morphological approach have been useful to confirm the status of the four putative hybrids. 
Incongruence found between both datasets as well as strong homoplasy of ITS might be 
the result of incomplete lineage sorting of ancestral polymorphisms among lineages or of 
ancient hybridization events with subsequent introgression in the genus. Natural 
hybridization occurs easily among Verbascum species even morphologically and 
biologically distant so that reticulation has to be taken into account for better understanding 
of the phylogenetic infrageneric relationships. 
 
 Keywords: hybridization, Mediterranean basin, phylogeny, systematics, Verbascum L.. 
 
Short title: Hybridization within Mediterranean genus Verbascum L.
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Introduction: 
 In 1759, Linnaeus performed the first controlled hybridization 
experiment, with subsequent work leading to Mendel's famous pea experiments 
in the mid-19th century (Roberts, 1929; Müller-Wille, 2007). Further studies of 
hybridization on flowering plants were based on cytology, crossing experiments, 
hybridization index and bivariate plot of morphology (Anderson & Hubricht, 
1938; Stebbins & Togby, 1944; Heiser, 1947; Bammi & Olmo, 1966; Wells, 
1980; Kwak, 1980; Wolfe & al., 1998). In the second half of 20
th
century, 
phylogenetic trees have been inferred from morphological characters; one can 
point to the work of McDade (1990, 1992) which demonstrated that known 
hybrids tend to be placed as the cladistically basal member of the lineage that 
includes the most apomorphic parent, or less often as sister to the most derived 
parent. Hybridization was most often inferred by phylogenetic incongruence 
between cpDNA restriction sites and morphology (Wendel & Doyle, 1998) prior 
to the advent of automated DNA sequencing of molecular markers which has 
provided new insights into plants hybridization (Linder & Rieseberg, 2004). 
Hybridization has shown to play an important role in plants evolution and many 
plants species have hybrid origins (Rieseberg, 1997; Rieseberg & Carney, 1998; 
Xu, 2000; Barton, 2001; Linder & Rieseberg, 2004; Mallet, 2007; Peterson & al. 
2009; Wilson & Hudson, 2011; Pelser & al., 2012; Blanco-Pastor, 2012). 
Hybridization can increase genetic variation and promote adaptive evolution 
leading to speciation (Wolfe & al., 1998; Rieseberg & Carney, 1998; Barton, 
2001; Seehausen, 2004; Mallet, 2007; Peterson & al., 2009; Costea & 
Stefanovic, 2010; Pelser & al. 2012).  
Verbascum L. (Scrophulariaceae) is a genus from the northern 
hemisphere, which comprises between 360 and 400 species (Heywood, 1993; 
Mabberley, 2008). Most Verbascum species occur around the Mediterranean 
basin but are also found in Northern Africa, in Asia up to China and in Europe up 
to Scandinavia. The main diversity centre is located in Turkey, with 245 species, 
80% of which are endemic (Huber-Morath, 1978). Verbascum species are 
mostly annual or biennial plants, which dominate steppes and disrupted 
ecosystems, more rarely perennial plants in colder areas or in some 
Mediterranean islands. Natural hybridization is a common phenomenon in the 
 105 
 
genus Verbascum. In its first attempt to classify it, Schrader (1813) misidentified 
as distinct species different forms of the same species and hybrids (Murbeck, 
1933). This highlights two taxonomical pitfalls in this genus: frequent 
hybridization and the small amount of taxonomic characters available, rendering 
the identification of plant material more difficult. Natural hybridization in 
Verbascum is especially common when two or more species grow together, and 
more particularly in disturbed habitats (Murbeck, 1933; Huber-Morath, 1978). In 
his monograph of the genus, Murbeck (1933) mentioned 252 species and 200 
hybrids, and in Turkey, Huber-Morath (1978) recorded 228 species and 114 
hybrids. Morphologically, Verbascum primary hybrids are described as 
intermediate between their parental species. But in case of backcrossing, the 
identification is more difficult and sometimes only one morphological character 
permits to differentiate them. Moreover, the high chance for hybridization 
between Verbascum species may affect phylogenetic reconstruction.  
 We collected Verbascum plants in their natural habitat in different 
Mediterranean countries (mainly France, Spain, Turkey and Greece) to construct 
a phylogeny of the genus and identify possible cases of natural hybridization 
and hybrid speciation. We used both plastid and nuclear ribosomal DNA data 
because we hypothesize that in genus Verbascum, maternal inheritance occurs 
for plastid DNA (cpDNA) like in most flowering plants, while nuclear ribosomal 
DNA (nrDNA) is inherited biparentally (Corriveau & Coleman, 1988). Thus by 
comparing nrDNA and cpDNA phylogenies, reticulation in plants can be 
detected (Sang & al., 1997; Andreasen & al., 1999; Alice & al., 2001; Guibert & 
al., 2009; Koch & al., 2010; Pelser & al., 2012). Additive polymorphism at 
nrDNA sites was also used as a second line of evidence for detecting/inferring 
hybridity, (Sang & al., 1995; Whittall & al., 2000; Feliner & al., 2004) this 
approach being completed by our morphological observations.  
 
Material and methods: 
Taxon sampling. --- Four cpDNA regions (trnL-F, trnS-G, partial matK and trnH-
psbA) plus one nrDNA region (ITS) were sequenced for 92 Verbascum plants, 
representing in total 40 species plus five outgroups taxa (taxa added to our 
previous study are listed in Table 1). We collected species from all the 13 
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unnatural taxonomical groups defined by Huber-Morath (1978) except two of 
them for which we were unable to find specimens: group D which groups all 
species having solitary flowers and bracteoles and group G which groups all 
species with pedunculate clusters of flowers. Because of the difficult taxonomy 
and high level of hybridization of the genus (Huber-Morath, 1978), we ensured, 
when possible, that we had at least two samples for each identified species, 
even when collected in close areas, except in seven cases where only one 
specimen was collected. We completed this sampling with four putative hybrids 
which were morphologically close to other species included in this study but with 
more ambiguous identification so that they were suspiciously thought to be 
hybrids. W h e n  using identification keys, morphological were always 
detected between the plant and the species description and herbarium sheets 
pictures gathered from Kew, Geneva and Edinburgh Herbariums. The four 
putative hybrids are: 
- Verbascum TK1884: putative hybrid of V. mucronatum Lam. and V. 
sinuatum L.; its first identification lead to V. mucronatum however the plant 
has purple and white filament hairs instead of having only white ones like in 
the species description of V. mucronatum and leaves more sinuate like the 
leaves of V. sinuatum. 
- Verbascum TK1830: putative hybrid of V. chrysochaete Stapf. and V. 
glomeratum Boiss. ; its first identification lead to V. chrysochaete but the 
plant has a harsher indumentum than the typical species that looks much 
more like the indumentum of V. glomeratum. 
- Verbascum GR1934: putative hybrid of V. macrurum Ten. and V. 
densiflorum Bertol.; its first identification lead to V. macrurum but the basal 
leaves are not sessile and the bracts are longer like those of V. densiflorum. 
- Verbascum TK1829: putative hybrid of V. nudatum Murb. and V. napifolium 
Boiss.; its identification was more ambiguous because the plant shares 
some morphological characters with both species that are very close 
morphologically. 
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DNA Extraction, amplification and sequencing. --- DNA was extracted from 
dried leaf tissue using a DNeasy plant mini Kit (Qiagen, Courtaboeuf, France) 
following the manufacturer’s protocol. CpDNA was amplified from total DNA 
using universal primers and polymerase chain reactions were performed 
following previous studies (Hamilton, 1999, trnS-G and trnH-psbA; Taberlet & 
al., 1991, trnL-F and Cuénoud & al., 2002, matK). For Internal Transcribed 
Spacer, primers specific for Verbascum and outgroups were designed after 
testing amplification and sequencing with primers ITS1&4 from White & al. 
(1990) following the authors’ procedures. Those new primers were ITS-lcf (5'-
AGGAGAAGTCGTAACAAGG-3') and ITS-lcr (5'-GTAATCCCGCCTGACCT-3'), 
with following PCR conditions: 94°C for 3min, then 33x (94°C for 1min; 50°C for 
1min; 72°C for 1min) and 72°C for 7min. Polymerase chain reactions (PCR) 
were performed using Master Mixkits (Qiagen, Courtaboeuf, France) in a 25µl 
containing 12.5µl of master mix, 0.25µl of each primer at 50Nm/ml, 1µl or more 
of total DNA, and 10.5µl of sterile milli-Q water. PCR reactions were 
implemented on a Biometra thermocycler (Biometra; Göttingen, Germany). PCR 
reactions were sent to Millegen (Toulouse, France) for purification and 
sequencing using both the forward & reverse primers. Sequences were edited, 
corrected and aligned using Sequencher 4.6 software (Gene Code Corporation, 
Ann Arbor, Michigan, USA). Consensus sequences were aligned manually in a 
matrix under Paup 4.0b10 software for Macintosh (Swofford, 2002) and two 
matrices were produced; one for cpDNA data and one for the ITS. During contig. 
assembly, polymorphisms in ITS sequences were coded using IUPAC 
ambiguity codes. According to Feliner and Rosselló (2007), when samples are 
shown to contain polymorphisms on direct sequencing, the best practice is 
cloning followed by inclusion of the clones rather than the original sequences in 
phylogenetic analyses. However cloning was not possible in our lab and Feliner 
& al. (2004) supported the use of direct sequences for detecting intra-individual 
polymorphism, even if they noted that it is hard to deduce individual ribotypes 
from direct sequences without prior knowledge.   
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Phylogenetic analyses. --- Maximum parsimony analyses (MP) were 
performed separately for the combined cpDNA data and for the nrDNA data. All 
analyses were implemented with PAUP4.0b10 (Swofford, 2002) with the 
following parameters: unit weight, heuristic search, 1,000 replicates of random 
taxon-additions, and TBR swapping with ACCTRAN (Accelerated 
transformation) of character-state optimization to save the shortest trees. Then, 
keeping all the shortest trees in memory and with Mul-Trees on, an extensive 
search was conducted to find the most parsimonious trees with a maximum 
number of 25,000 trees. Confidence in specific clades of the resulting topology 
was estimated by bootstrap analysis (Felsenstein, 1985). Settings were as 
follows: 2,000 replicates, keeping bootstrap frequencies from 50 to 100%, 
random addition of taxa, sampling characters with equal probability and TBR 
swapping with five replications. We categorized bootstrap supports according to 
Kress & al. (2002), and considered strong support over 85%, moderate 70--
85%, and weak 50--70%. 
 The Incongruence Length Difference (ILD) test, implemented in PAUP4.0b10 
(Swofford, 2002) as the Homogenous Partition Test, was used to detect 
incongruence between both datasets. Settings were as follows: 1,000 replicates 
with heuristic search option, 50 random addition-sequence replicates. P-value of 
the ILD test of the nrDNA vs. cpDNA data was P = 0.001, suggesting a 
statistically significant incongruence between both datasets. We also estimated 
if both datasets were combinable or not by visualizing topologies of strict 
consensus trees obtained from MP analysis of each dataset. Topological 
differences were considered incongruent when the conflicting branch was 
supported by more than 60% bootstrap values (de Queiroz, 1993; de Queiroz & 
al., 1995). Conflicting branches with significant support from BS and PP were 
numerous and thus we decided not to combine both datasets. 
Bayesian inference (BI) phylogenetic analyses were performed using MrBayes 
3.2.1 (Huelsenbeck & Ronquist, 2001) implemented in CIPRES (Miller & al., 
2010). The GTR+I+Γ evolution model was applied to both matrices (nst = 6, 
rates = invgamma). Two Markov-chain of 30 million generations were run with a 
sampling every 1000 generations, ensuring that the average standard deviation 
of split frequencies would be less than 0.001. We also took into account the 
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Potential Scale Reduction Factor (PSRF) to approach 1 as runs converged. The 
first 2,500 generations (25% of samplings) were discarded from the analysis to 
ensure that topologies and support levels represented an unbiased estimate of 
the posterior probability distribution. The remaining trees were summarized in a 
50% majority rule consensus tree, using posterior probabilities as a measure of 
clade support. For both cpDNA and nrDNA datasets, topologies of Bayesian 
50% majority rule trees (BI trees) and maximum parsimony trees (MP trees) 
were nearly identical with few more nodes resolved in BI trees. 
RESULTS 
Matrix characteristics. --- For each marker, 97 sequences were aligned, 
except for the ITS because the quality of one sequence (V. densiflorum 
FR1890) was not good enough so that it was removed from the ITS analysis. 
Total lengths of the aligned matrix without and with the four putative hybrids and 
number of informative characters are given in Table 2. Indels were quite variable 
in length (1--50bp), and often consisted of the repetition of short sequences of 
base pairs next to the indel itself (SSR: simple sequence repeat), or short 
tandem repeats (STR) or microsatellites. None of the indels were coded in the 
analysis, but inserted regions were retained and coded as missing. The highest 
percentage of parsimony informative characters was found in ITS matrix (Table 
2).  
Phylogenetic relationships inferred from plastid DNA data. --- The topology 
of the BI tree inferred from the cpDNA alignment was quite similar to the MP 
consensus tree inferred from the same data set, with more nodes resolved in 
the BI tree presented in Figure 1 where clades are labelled with letters.  
All Verbascum species fell into one monophyletic group (A), with maximum 
support values (BS=100, PP=1). In both MP and BI trees, clade B grouped 
together V. arcturus L., V. Blattaria L. and V. virgatum Stokes (PP=0.96, 
BS=85). In the BI tree, this clade was sister to all other Verbascum species 
(PP=0.97), unlike in the MP tree where clades B, C and two other taxa (V. 
spinosum L. and V. phoeniceum L.) formed a polytomy of early branching taxa. 
Within clade C, V. levanticum I.K.Ferguson was a sister taxon (BS=84; 
PP=0.56) of the nine samples of V. sinuatum, all grouped into one clade 
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(BS=100, PP=1), but also of V. dumulosum P.H.Davis & Hub.-Mor. and the 
species complex V. napifolium/ V. nudatum. In both trees, V. undulatum Lam. 
was a sister taxon (BS=89, PP=1) to the 25 remaining Verbascum species all 
grouped together into clade D. Clade D constituted a polytomy of clades and 
species, with weak support from MP analysis (BS=53), but with maximum 
posterior probability from BI analysis (PP=1). Six European species (V. nigrum 
L., V. chaixii Vill., V. boerhavi L., V. nevadense Boiss., V. lychnitis L., and V. 
thapsus L.) were grouped into clade E with weak support (BS=59, PP=0. 97). 
Clade F included six Turkish species (V. parviflorum Lam., V. cariense Hub.-
Mor., V. meandri Bornm., V. lasianthum Boiss., V. splendidum Boiss. and V. 
glomeratum) but was only supported by BI analyses with strong support (PP=0. 
97). Ten species from Greece and Turkey were grouped into Clade G with 
strong support only from the BI analysis (PP=0.99); V. chrysochaete, V. lydium 
Boiss. and V. speciosum Schrader grouped into one clade (BS=0.85, PP=1); V. 
orgyale Boiss. & Heldr. and V. mucronatum (BS = 55; PP = 0.95); V. 
cheirantifolium Boiss. and V. pterocladum Hub.-Mor. (BS=81; PP=0.98); V 
bombyciferum Boiss., V. olympicum Boiss. and V. pychnostachium Boiss. & 
Heldr.. Also within clade D was a small clade (H) that grouped three other 
European species together; V. epixanthinum Boiss. & Heldr., V. phlomoides L. 
and V. densiflorum  (PP=0. 99, BS=63). V. rotundifolium Ten. plants was 
located in the polytomy within clade D (BS = 91, PP = 1) as well as V. macrurum 
Ten., V. mallophorum Boiss. & Heldr., V. pulverulentum Vill.. 
Phylogenetic relationships inferred from nuclear DNA data. --- like for the 
cpDNA dataset, the topology of the BI tree inferred from the nrDNA alignment 
was almost the same as of the MP consensus tree, with more nodes resolved in 
the BI tree presented in Figure 2, where clades are labelled with numbers. 
Although ITS matrix has more informative characters, in both MP and BI trees, 
all Verbascum plants form a polytomy and only few clades composed of more 
than one species are resolved. The CI value for ITS is lower than of the 
combined plastid markers (Table 2). This result can be explained by a high level 
of homoplasy resulting in an unresolved tree.  
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All Verbascum species fell into one monophyletic group (clade 1) (BS=95, 
PP=0.73). In both MP and BI trees few clades composed of more than one 
species were resolved.  
Clade 2 included European species V. nigrum L. and V. epixanthinum Boiss. & 
Heldr.  in both trees but was only supported by BI analysis (PP = 0.79).  Clade 3 
was composed of three other European species V. boerhavi L., V. nevadense 
Boiss. and V. rotundifolium (BS = 78, PP = 0.99). Clade 4 grouped 13 species 
from Greece and Turkey but is only supported by BI analysis (PP=0.97). Into 
clade 4, V. napifolium, V. nudatum, V. parviflorum and V. cariense formed a 
clade strongly supported by BI analysis (PP=0.83) and V. levanticum I.K. 
Ferguson and V. arcturus L. were grouped together with strong support values 
in clade 4a (BS = 81, PP = 0.99). Clade 5 grouped V. blattaria L. and V. 
macrurum together in the BI analysis (PP = 0.86).  
Species and hybrids identification. --- Tree topologies obtained from cpDNA 
and nrDNA data show different relationships among species. Different samples 
of a same species were usually found into the same clade, supporting our 
identification work. However, with the addition of the four putative hybrids; 
consistency index of phylogenetic trees decreased (Table 2).  
In the cpDNA trees, Verbascum mucronatum x sinuatum TK1884 fell into a 
clade with V. mucronatum with maximum support values (Fig. 1, BS = 100, PP = 
1), while in nuclear DNA data trees, this sample is kept at basal position of both 
its parental species into clade 4 with support from BI tree (Fig. 2, PP = 0.81). 
This hybrid has already been described as V. sinuato x candidissimum by Delile 
in France near Montpellier (Murbeck, 1933) and also twice in Turkey (Huber-
Morath, 1978). When looking at the signal in the pherograms of ITS sequences 
obtained from direct genomic sequencing of PCR products of this putative 
hybrid, we found polymorphism at three sites positions, signal was different 
between the forward and reverse sequences; at position 138 in the reverse 
sequence were a Thymine like in V. mucronatum sequences and in the forward 
sequence were an Adenine like in V. sinuatum sequences; at position 463 and 
584 it is the contrary, the same base is shared between the reverse sequence 
and V. sinuatum sequences (Fig. 3). 
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Verbascum chrysochaete x glomeratum TK1830 was located in cpDNA trees, 
at basal position of V. glomeratum clade with strong support values (BS = 93, 
PP = 1), unike in the nuclear DNA tree, where it was nested into V. 
chrysochaeteclade with moderate support values (BS = 60, PP = 0.70). These 
results confirm that this sample is hybrid of V. chrysochaete and V. glomeratum. 
Although it has never been reported in the literature, V. glomeratum is a species 
widely distributed in Turkey, which is likely to hybridize with other species 
(Huber-Morath, 1978; Sutory, 2004). When looking at pherograms we didn’t find 
differences between forward and reverse sequences, however the sequence 
appears to be chimeric; containing a mixture of the parental nucleotides. On 
heterogeneous sites, nucleotides are shared with V. chrysochaete at the 
beginning of the sequence and then with V. glomeratum at the end of the 
sequence. Such chimeric sequences have been detected in several plant 
groups (Alice & al., 2001; Friend & al., 2010). New name will be given to this 
new hybrid taxon. 
In the cpDNA trees Verbascum GR1934 fell into V. macrurum species clade 
with weak support value in the MP tree and strong support valuein the BI tree 
(Fig. 2, BS = 55, PP = 0.99). However in the nuclear DNA BI tree, V. macrurum 
fell into a clade with V. blattaria (Fig. 2, PP = 0.86), excluding sample GR1934 
located into Verbascum polytomy as well as V. densiflorum. Thus, relationships 
of this sample with other Verbascum species inferred from nuclear DNA data 
remain unclear but our results don’t reject its suspicious hybrid status. 
Verbascum TK1829, was always kept outside of the V. napifolium/ V. nudatum 
clade in both cpDNA and nrDNA trees (Fig. 1 & 2). In the ITS matrix, two sites 
had different bases not found in any of both V. nudatum and V. napifolium 
sequences and in the cpDNA matrix, a deletion of 283bp detected in trnS-G 
sequence of V. napifolium was not present in the hybrid sequence. Both species 
are morphologically very close together and described as related species in 
Flora of Turkey (Huber-Morath, 1978). There are only few characters to 
differentiate them; corolla of V. nudatum is without pellucid glands and calyx is 
glandular hairy while corolla of V. napifolium is with pellucid glands and calyx 
eglandular. We didn’t find pellucid glands so we first identified it as V. nudatum, 
however basal leaves are a little different than those of V. napifolium and V. 
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nudatum so that we suspect that it may be hybrid of V. nudatum and another 
unknown species. 
 
DISCUSSION 
Detection of natural recent hybrids in Verbascum L.. --- Using cpDNA, 
nrDNA, and morphological identification, we were able to shed some light on the 
phylogenetic identity of four natural recent hybrids in Verbascum. Two of them 
(TK1884 and TK1830) were localized close to each of their putative parents in 
the phylogenetic trees inferred from cpDNA and from nrDNA. Polymorphism 
found in the multicopy nuclear marker ITS sequences may be a result of 
maintenance of parental copies (Sang & al., 1997; Alice & al., 2001; Seehausen, 
2004). Recombination of parental ITS copies may also produce chimeric ITS 
sequences that can provide evidence for the identity of the two parents (Alice & 
al., 2001; Pelser & al., 2012). Both patterns were found in ITS sequences of 
samples TK1884 and TK1830 respectively, allowing us to trace the two parental 
species. These results obtained from molecular data were corroborated by 
morphology, both samples being intermediate between their two parental 
species.  
Generally it is believed that the ITS region concerts towards one of the parent in 
hybrids because it undergoes rapid homogenization through the process of 
concerted evolution (Rieseberg & Carney, 1998; Soltis & al., 2008). Repeated 
recombination, with subsequent mutations and convergence, may also obscure 
the detection of hybrids and their parents; nuclear genes of hybrid taxa can 
become intermediate to the parental alleles with time, rendering their detection 
difficult (Seehausen, 2004). This might be the case for the two other putative 
hybrids, which show four successive and two heterogeneous sites in ITS 
sequences of samples GR1934 and TK1929 respectively. Despite these 
differences their hybrids status can still be confirmed because they were placed 
by phylogenetic analyses as a basal lineage to the clade that included one of 
their putative parent (Xu, 2000). Moreover, these two plants were 
morphologically very similar to one of their parental species, which is often a 
widespread species. The high proportion of parental characters expressed in 
hybrids may be explained by the fact that once F1 is established, the formation 
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of backcrossed individuals with parental species is more frequent that the initial 
hybridization event (Rieseberg, 1997) but also by the fact that many 
morphological traits that differentiate closely related species are inherited, 
suggesting that the expression of characters states will depend on the nature of 
genetic control as well as interactions with the environment (Rieseberg  & 
Carney, 1998). At genome level, hybrids are also more difficult to detect if one 
parental chloroplast became fixed and if the same parent species contributes to 
most of the nuclear genome of the hybrid taxon (Seehausen, 2004).  
According to Huber-Morath (1978), widespread species seem to be more likely 
to hybridize than more confined ones. Hybrids in Verbascum have always been 
considered to be sterile (Murbeck, 1933), which can be surprising regarding 
other studies on plants hybrid fertility (Rieseberg, 1997; Rieseberg & Carney, 
1998; Mallet, 2007). For Murbeck (1933), identification of hybrids in this genus is 
possible by using pollen grains because hybrids plant have usually smaller and 
more elliptic pollen grains rather than spherical ones of pure species. Here we 
show that it is also possible to identify them through morphological study, 
comparison of cpDNA vs. nrDNA phylogenetic trees and study of intraspecific 
variation of ITS sequences. However, with direct sequencing from PCR 
products, nucleotide sites showing multiple peaks in the ITS sequences were 
assigned IUPAC ambiguity nucleotide codes. Soltis & al. (2008) and Friend & al. 
( 2010) have demonstrated that phylogenetic reconstruction will be negatively 
affected when these ambiguity codes are used as molecular characters 
because it can imply the collapse of tree nodes. When ambiguous sites are 
found in the ITS regions, cloning of this regions is highly recommended (Friend 
et al, 2010). Another way to identify them can be also by investigating ploidy, 
which is still to be done in Verbascum L.. 
 
Evidence for hybrid speciation in Verbascum L.. --- It is difficult to distinguish 
between F1 hybrids, later-generation hybrids and homoploid hybrid species 
(Rieseberg & Carney, 1998). For both MP and BI analyses, pruning of the four 
putative hybrids taxa didsn’t change trees topologies (trees not shown) and 
cpDNA and nrDNA phylogenetic analyses were still incongruent. Trees 
topologies inferred from both datasets were so incongruent that clades were 
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named differently (see Fig.1 & 2). Such topological incongruence between 
phylogenies of unlinked genes is common in plants where hybridization and 
introgression are frequent (Rieseberg, 1997; Seehausen, 2004; Linder & 
Rieseberg, 2004; Mallet, 2007), which may be the case in Verbacum L. as well. 
The observed topological incongruence can be explained by the phenomenon 
of chloroplast capture (i.e. introgression of cpDNA from one species into 
another) but also ITS capture (mediated by rapid concerted evolution) following 
an interspecific hybridization event. ITS capture has been invoked to explain 
"the phylogenetic alignment of taxonomically disparate species" in a reticulating 
species complex, Senecio sect. Senecio (Comes & Abbott, 1999). 
Such phylogenetic incongruence could also very well be caused by the 
incomplete sorting of ancestral polymorphisms among lineages as it seems 
likely that the current species diversity in Verbascum is the result of a recent 
and rapid evolutionary radiation. In practice, it is be very difficult to distinguish 
between hybridization and "lineage sorting" as the cause of such incongruence 
(Wendel & Doyle, 1998). 
In this study, V. epixanthinum was found in clade H with V. densiflorum and V. 
phlomoides in the cpDNA trees and in clade 2 with V. nigrum in the nrDNA 
trees, suggesting an introgression from V. densiflorum/ V. phlomoides species 
complex to V. nigrum. Morphologically this species is very much closer to V. 
nigrum than to V. phlomoides and V. densiflorum (Fig. 3). V. densiflorum and V. 
phlomoides have their two lower anthers decurrent on the filament which is 
glabrous, and the three upper  filament with white hairs whereas V. 
epixanthinum and V. nigrum show all their anthers reniform and medifixed with a 
mix of purple and white hairs for V. epixanthinum and only purple hairs for V. 
nigrum. The intermediate colour of filament hairs of V. epixanthinum may also 
underline its hybrid origin from two morphologically different species, which 
occur in sympatry.  
Similar pattern was found for V. nudatum/ V. napifolium species complex. Both 
species were found with other species of Huber-Morath’s group F according to 
nrDNA data. In the cpDNA tree, they fell into clade C with V. sinuatum, whereas 
other species of group F were still located within clade F. This result may reflect 
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ancient hybridization event with chloroplast or ITS capture between the 
widespread species V. sinuatum and the more local V. nudatum/ V. napifolium 
species complex.  
Another example is for V. levanticum found with V. arcturus in clade 4a in the 
nrDNA tree which is concordant with morphology but incongruent with cpDNA 
data which splitted the clade and placed V. arcturus in clade B with V. blattaria/ 
V. virgatum and V. levanticum include C with V. sinuatum. Our results can 
suggest geneflow between the widespread species V. sinuatum and V. 
levanticum. Other topological incongruence concerned the placement of V. 
macrurum which was found in clade 5 with V. Blattaria in the nrDNA trees but in 
clade D far from clade B containing V. blattaria in cpDNA trees; or the 
placement of V. splendidum into clade F with V. lasianthum Boiss. in the cpDNA 
tree but into clade 4 as related species to V. sinuatum. In both cases, 
morphology was more concordant with relationships from cpDNA trees but we 
can’t hypothesize the direction of an eventual geneflow. We collected V. 
sinuatum, which is a very widespread species, in several countries from Spain 
to Turkey and many hybrids with this species have been mentioned in literature. 
Thus, this species, which seem likely to hybridize and produce fertile hybrid may 
be a genetic source for many emerging local species. 
Although we found evidence for ancient hybridization events between 
Verbascum species, it is still difficult to demonstrate that hybridization has led to 
speciation (Mallet, 2007). Incongruence between cpDNA and nuclear DNA data 
due to hybridization can be explained by introgression and gene flow bringing 
more genetic variability, rather than true hybrid speciation, which is difficult to 
distinguish. In order to have a better idea of this evolution pattern, it will be 
necessary to investigate more nuclear markers. Hybridization within Verbascum 
is not an isolated event in Scrophulariaceae. Cases of speciation with 
hybridization and subsequent introgression have been reported in several 
genera of Scrophulariaceae s.l.. In Rhinantus L. natural hybridization has been 
detected morphologically (Kwak, 1980) as well as with molecular data (Ducarme 
& al., 2010) and may obscure species boundaries (Talve & al., 2013). Diploid 
hybrid speciation has been found in recent genus Penstemon Mitchell. (Wolfe & 
al.,1998, 2006). The genus Antirrhinum L. is also well known for the reticulate 
evolutionary history of its species (Carrió& al. 2009; Vargas & al., 2009; Wilson 
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&Hudson, 2011). Reticulate evolution has been reported in the aquatic genus 
Lindernia L. (Yoshino & al., 2011) as well as in genus Scrophularia L. 
(Scheunert & Heubl, 2011) which is phylogenetically close to Verbascum L.. 
Implications for taxonomy of genus Verbascum. --- Topologies obtained 
from nrDNA data are more or less concordant with the morphological 
classification of the genus. For example both species V. arcturus and V. 
levanticum constitute a strong clade in nuclear data trees but not within cpDNA 
data (Fig. 1 & 2). Morphologically those species are closely related (Ferguson, 
1972; Huber-Morath, 1978). Another relevant example is the group of species V. 
cariense, V. parviflorum, V. nudatum and V. napifolium. All those species are 
found in group F of Huber-Morath (1978), which is composed of species with 
sessile clusters of yellow flowers without bracteoles. In the nuclear tree those 
four species do form a clade (Fig. 2) whereas on cpDNA trees, those four 
species are dispersed. V. nudatum and V. napifolium are nested within the 
clade with V. sinuatum plants (Fig. 1). Thus, in confrontation with traditional 
classification of Verbascum, results from nuclear data are more relevant. 
Another example has been mentioned above with V. epixanthinum being 
morphologically closer to V. nigrum, as depicted in the nrDNA tree (Fig. 2) than 
to V. phlomoides as suggested by cpDNA trees (Fig. 1) (see Fig. 3 for 
morphological comparison). Such pattern has also been observed in other 
plants genus such as Lamium L. (Bendiksby & al., 2011) and in Antirrhinum, 
where incongruence between nuclear and plastid suggested that several 
species have arisen after hybridization between subsections and that some 
species continue to hybridize (Wilson & Hudson, 2011). However relationships 
in the ITS trees are too poorly resolved to be useful for identification of natural 
taxonomical lineages. 
 
Crossability and hybrid fertility between Verbascum species--- Our results 
also permit to re-evaluate previous hypotheses on crossability and hybrid 
fertility in plants of different life histories. For example, Grant (1966) wrote that 
"Incompatibility and sterility barriers are strongly developed between most 
related species of annual herbs, but are not well developed, by comparison, 
between many or most related species of perennial herbs, shrubs, or trees. This 
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correlation can be observed within a single natural group in some cases. Thus 
in the sunflower genus Helianthus, the annual species are mostly intersterile, 
whereas the perennial species are more interfertile. The perennial herbaceous 
species of Polemonium are not strongly isolated by incompatibility or sterility 
barriers, but the annual species of Gilia in the same family are so isolated to a 
strong degree". Verbascum genus, as consisting of mostly annual or biennial 
plants, and our observation that natural hybridization is very common in this 
genus would seem to refute the conventional wisdom expressed by Grant and 
others.  
 
Conclusion and perspectives 
The two most important results of the present study of the genus Verbascum L. 
are (1) the extensive incongruence between cpDNA and nrDNA ITS gene trees, 
and (2) the high level of homoplasy and poor resolution of the ITS tree. Both 
might be explained by a hybridization phenomenon in Verbascum, which has to 
be taken into account while investigating evolution patterns of this difficult 
genus. In some plant groups, it has been shown that some hybrids can be fertile 
and thus produce seeds by backcrossing with parental or new species and 
hybridization can lead to stabilization of hybrid zone, hybrid speciation, 
introgression or extinction (Rieseberg & Wendel, 1993; Rieseberg & Carney, 
1998; Linder & Rieseberg, 2004). Those situations are likely to happen in 
Verbascum and might explain the decrease in resolution of phylogenetic trees 
when more l are added, and also the fact that molecular data bring more 
information than morphology. Thus, like Antirrhinum, Verbascum can constitute 
a good model for understanding the genetic basis for patterns of phenotypic 
diversity, which may be typical of many recently evolved Mediterranean l (Gübitz 
et al., 2003; Thompson, 2005; Bittkau et Comes, 2009). 
 Relationships between Verbascum species have been only partially resolved 
and yet, it is not possible to infer ancestral states of morphological characters 
used in traditional taxonomy. Further studies including the use of cloning for the 
ITS region, of additional molecular markers in particular low copy genes and 
larger taxon sampling with cytogenetic information will be necessary to address 
the relationships of and eventually propose a modern classification in this 
notoriously difficult group. Moreover, phylogenetic tool cannot generate 
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reticulate diagrams that accurately depict hybridization events (Xu, 2000), so 
that future analyses need to be performed taking reticulation into account 
(Linder & Rieseberg, 2004; Nakhleh & al., 2005; Bendiksby & al., 2011). This 
analysis shows that there is a lot to learn by adding hybrids into phylogenetic 
trees and that it can bring some light on the many ways plants evolve. 
Understanding plants, and more particularly recent plant groups speciation 
processes is an important goal for scientists while facing such high rates of 
human-induced species extinctions.  
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Fig. 1: Bayesian 50% majority rule consensus tree inferred from cpDNA data 
with posterior probabilities under branches and maximum-parsimony bootstrap 
values above branches, the putative hybrids are in bold. 
 
Fig. 2: Bayesian 50% majority rule consensus tree inferred from ITS data with 
posterior probabilities under branches and maximum-parsimony bootstrap 
values above branches, the putative hybrids are in bold. 
 
Fig. 3: Matrix of ITS sequences showing heterogeneous sites at three basal 
positions indicated in bold for V.mucronatum x sinuatum (in the total matrix W 
for A/T was put at these 3 sites). 
 
Fig. 4: Pictures showing flowers of from left to right: V. densiflorum (A); V. 
phlomoides (B) (with sessile clusters of yellow flowers with the 2 lower anthers 
decurrent on the filament which is glabrous, and the three upper filament with 
white hairs) V. epixanthinum (C) and V. nigrum (D) (sessile clusters of yellow 
flowers with all anthers reniform and medifixed with a mix of purple and white 
hairs for V. epixanthinum and only purple hairs for V. nigrum). 
 
Tab. 1: List of added taxa with collectors’ names, vouchers and origins. 
Following taxon names, in brackets: the first letter in italics corresponds to 
Murbeck’s subsection (S for Singuliflora and F for Fasciculata) and the second 
letter to the group of Huber-Morath it belongs to. 
 
Tab. 2: Matrix length, number of informative characters, tree length and indexes 
for both the cp DNA and nrDNA datasets  
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Figure 1: Bayesian 50% majority rule consensus tree inferred from cpDNA data with 
posterior probabilities under branches and bootstrap values above branches. The 
added taxa are underlined and the putative hybrids are in bold. 
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Figure 2: Bayesian 50% majority rule consensus tree inferred from ITS data with 
posterior probabilities under branches and bootstrap values above branches. The 
added taxa are underlined and the putative hybrids are in bold.  
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           138                           463                          584        
       .                                  *                 [.....]       *               [.....]        * 
V. sinuatum_FRON25_lcf        GGCGAGCGCGCG[.....]TCCA---GCTCC [.....]TTGAAAC 
V. sinuatum_FRON25_lcr        GGCGAGCGCGCG[.....]TCCA---GCTCC [.....]TTGAAAC 
V. mucroxsinua_TK1884_lcf     GGCGAGCGCGCG[.....]TCCT---GCTCC [.....]TTGATAC 
V. mucroxsinua_TK188_lcr      GGCGTGCGCGCG[.....]TCCA---GCTCC [.....]TTGAAAC 
V. mucronatum_TK1885_lcf     GGCGTGCGCGCG[.....]TCCT---GCTCC [.....]TTGATAC 
V. mucronatum_TK1885_lcr     GGCGTGCGCGCG[.....]TCCT---GCTCC [.....]TTGATAC 
V. mucronatum_TK1875_lcf     GGCGTGCGCGCG[.....]TCCT---GCTCC [.....]TTGATAC 
V. mucronatum_TK1875_lcr     GGCGTGCGCGCG[.....]TCCT---GCTCC [.....]TTGATAC 
 
Figure 3: Matrix of ITS sequences showing heterogeneous sites at three basal 
positions indicated in bold for V. mucronatum x sinuatum (in the total matrix W for A/T 
was put at these 3 sites). 
 
 
 
 
 
Figure 4: Pictures showing flowers of from left to right: V. densiflorum, V. phlomoides 
(with sessile clusters of yellow flowers with the 2 lower anthers decurrent on the filet 
which is glabrous, and the three upper filet with white hairs) V. epixanthinum and V. 
nigrum (sessile clusters of yellow flowers with the all anthers reniform and medifixed 
with a mix of purple and white hairs for V. epixanthinum and only purple hairs for V. 
nigrum). 
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Table 1: List of added taxa, their herbarium number, collect date and location, 
identification with the four putative hybrid taxa listed at the end. 
Herbarium 
Number Date and location of collect Identification 
1890 22/07/2008, Drôme, France V. densiflorum 
1891 22/07/2008, Drôme, France V. densiflorum 
1822 05/06/2007, Antalya, Turkey V. nudatum 
1823 05/06/2007, Antalya, Turkey V. napifolium 
1870 16/06/2008, Izmir, Turkey V. splendidum 
1872 16/06/2008, Izmir, Turkey V. splendidum 
1806 02/06/2007, Antalya, Turkey V. orgyale 
1816 03/06/2007, Antalya, Turkey V. orgyale 
1817 03/06/2007, Antalya, Turkey V.orgyale 
1452a 30/04/2010, Spain V. rotundifolium 
1452b 30/04/2010, Spain V. rotundifolium 
1830 06/06/2007, Antalya, Turkey V. chrysochaete but indumentums is harsher 
1884 19/06/2008, Izmir, Turkey V. mucronatum but with sinuate basal leaves and purple filament hairs like V. sinuatum 
1934 17/06/09, Sparta, Tayetos, Greece 
V. macrurum but basal leaves not sessile and longer 
bract like V. densiflorum 
1829 06/06/2007, Antalya, Turkey V. nudatum but calyx lobes spathulate and basal leaves terminal lobes larger 
 
 
 
Table 2: Matrix length, number of informative characters, tree length and indexes for 
both the cp DNA and nrDNA datasets 
Matrix characteristics 
N : Number of taxa 
cpDNA 
(N=93) 
ITS  
(N=92) 
cpDNA 
(N=97) 
ITS  
(N=96) 
Matrix lenght (bp) 3588 685 3588 685? 
Number of informative characters (%) 335 (9.3%) 98 (14.3%) 335 (9.3%) 99 (14.4%) 
Tree lenght  978 384 986 393 
Consistency Index  0.8507 0.7240 0.8489 0.7176 
Consistency Index excl. uninformative 
characters 
0.7311 0.5760 0.7276 0.5681 
Retention Index  0.8564 0.8048 0.8582 0.8021 
Rescaled Consistency index  0.7286 0.5826 0.7285 0.5756 
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VI. Conclusion générale et perspectives 
A. Reconstructions phylogénétiques du genre Verbascum L.  
Verbascum L. est un genre très riche en nombre d’espèces, avec peu de caractères 
morphologiques décrits pour les distinguer. Le premier objectif de ce travail de thèse était 
donc de réaliser une première étude phylogénétique du genre à l’aide de marqueurs 
moléculaires afin de reconstruire les relations phylogénétiques existant entre ses espèces. 
Divers marqueurs moléculaires ont été testés dans un premier temps puis nous avons 
abandonné ceux qui apportaient trop peu de caractères informatifs (ycf5, rpcO1, trnG-G) ou 
qui étaient particulièrement difficiles à séquencer (Leafy, waxy). Nous avons finalement 
sélectionné 4 marqueurs d’origine chloroplastique (trnL-F, trnS-G, trnH-psbA et matK) et un 
marqueur d’origine nucléaire (ITS). Bien que le marqueur ITS nucléaire présente plus de 
variabilité dans ses séquences, la combinaison des marqueurs chloroplastiques ont permis 
d’obtenir des arbres mieux résolus. 
Les 2 jeux de données nous ont permis de montrer la monophylie du genre 
VerbascumL. ainsi que l’inclusion du genre Celsia L. en son sein. A l’aide des données 
chloroplastiques 11 clades plurispécifiques ont été identifiés. La région ITS nous a quant à 
elle fourni des topologies d’arbres moins résolues, avec toutes les espèces de Verbascum 
apparaissant dans une grande polytomie dans laquelle peu de clades composés de plus d’une 
espèce étaient soutenus. Les topologies des arbres obtenus à l’aide des 2 jeux de données ont 
été comparées et de fortes incongruences ont été détectées concernant le positionnement de 
plusieurs taxons. Ces incongruences pourraient s’expliquer par une évolution réticulée du 
genre Verbascum L. En effet, de nombreux hybrides ont été décrits sont connus dans ce genre. 
Bien que les phénomènes d’hybridation soient difficiles à mettre en évidence dans une étude 
phylogénétique, dans cette étude nous montrons comment l’utilisation des données 
moléculaires en combinaison avec celle des données morphologiques nous ont permis de 
résoudre certains cas d’hybridation récents et anciens au sein de ce genre qui présente une 
histoire évolutive complexe.  
 
B. Implications pour taxonomie du genre Verbascum L. 
L’un des objectifs de cette thèse était aussi de confronter les résultats obtenus à l’aide 
des données moléculaires avec les données morphologiques. Une matrice des caractères 
morphologiques utilisés dans le traitement taxonomique classique du genre a été élaborée et 
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analysée. Les analyses de cette matrice uniquement morphologiques ont donnés des arbres 
très faiblement résolus (cf. Annexe 5). Nous avons alors retracé l’évolution de ces caractères 
sur les topologies inférées par les données moléculaires. Il apparait sur nos phylogénies 
moléculaires que les sections, sous-sections et groupes taxonomiques décrits dans la 
taxonomie classique du genre, ne sont pas monophylétiques. En effet, l’évolution des 
caractères morphologiques diagnostiqués ne concorde pas avec les clades soutenus. D’après 
les données moléculaires, ils auraient évolué parallèlement et indépendamment au sein des 
différents clades, ce qui complique la formation de groupes taxonomiques naturels. 
L’homoplasie des caractères morphologiques que nous observons pourrait alors être expliquée 
par des évènements de réticulation comme le suggère l’incongruence observée entre les 
données moléculaires et chloroplastiques (cf. Annexe 5). 
Dans les arbres obtenus avec le marqueur ITS, nous avons tout de même pu identifier 
certains clades dont les relations phylogénétiques étaient en accord avec la morphologie. Par 
exemple le clade correspondant au groupe F de Huber-Morath, qui regroupe les espèces 
présentant des fleurs groupées en glomérules sessiles dépourvus de bractéoles, ce qui semble 
être une synapomorphie de ce groupe. Bien que les espèces de ce groupe que nous avions 
dans notre échantillonnage forment un groupe monophylétique dans nos arbres obtenus à 
l’aide du marqueur nucléaire, elles sont réparties dans 2 groupes bien distincts dans les arbres 
obtenus avec les données chloroplastiques. Les données moléculaires d’origine 
chloroplastique correspondent moins à la morphologie que les données nucléaires, ce qui a 
aussi été observé chez d’autres genres comme le genre Lamium L. (Bendiksby et al., 2011) ou 
le genre Antirrhinum L. (Wilson et Hudson, 2011). Néanmoins le marqueur ITS ne nous a pas 
permis de résoudre toutes les relations phylogénétiques existantes ente les espèces et 
l’utilisation d’autres marqueurs d’origine nucléaire plus variable que la région ITS pourrait 
permettre d’affiner ces relations et d’aboutir à une classification plus naturelle du genre.  
 
C. Identification des hybrides récents chez Verbascum L. 
Face aux problèmes d’identification rencontrés avec nos échantillons, ainsi qu’aux 
problèmes d’incongruence observés entre nos arbres, nous avons souhaité intégrer à nos 
analyses des échantillons que nous suspections être hybrides. En se basant uniquement sur la 
morphologie, il est difficile de faire la distinction entre un hybride F1 et un hybride de 
plusieurs générations, d’une espèce d’origine hybride (Riesberg et Carney, 1998). 
Morphologiquement, les hybrides F1 présentent une mosaïque de caractères intermédiaires et 
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parentaux. L’expression des caractères morphologiques chez les hybrides dépend de la nature 
du contrôle génétique de chaque caractère et de son interaction avec l’environnement. De ce 
fait, la reconnaissance d’hybrides uniquement sur la morphologie s’avère très difficile 
(Rieseberg et Carney, 1998). 
Lors de l’identification de ces plantes, j’observais toujours des caractères appartenant 
en majorité à une espèce, mais présentant également quelques différences significatives par 
rapport à sa description. Pour 2 de ces échantillons je retrouvais clairement des caractères 
appartenant à 2 espèces que j’avais déjà identifiées au préalable. Concernant ces 2 
échantillons, ils apparaissaient dans les arbres obtenus avec les 2 jeux de données à la base du 
clade contenant l’une ou l‘autre de leur espèces parents. Ce résultat nous a alors permis de 
confirmer leur statut d’hybrides et leurs origines parentales. Un de ces hybrides (V. 
glomeratum x V. chrysochaete) n’avait jamais été décrit auparavant. De plus, en analysant les 
séquences ITS obtenues après séquençage directement à partir des produits PCR, nous avons 
pu identifier la présence de sites polymorphiques ainsi que de séquences chimères, ce qui peut 
être le résultats de la maintenance des plusieurs copies parentales dans le génome (Sang et al., 
1997; Alice et al., 2001) et constitue ainsi un autre élément de preuve de ces hybridations 
récentes (Seehausen, 2004). 
 
D. Mise en évidence de cas d’hybridation ancienne avec introgression chez le genre 
Verbascum L. 
Les hybrides récents (F1 probables) se sont avérés facilement indentifiables grâce à 
l’utilisation combinée des données morphologiques et moléculaires. Néanmoins, l’apport de 
séquences chimères ou de séquences dont les sites polymorphiques sont codés en tant que tel, 
apportent plus de bruit dans les données et souvent les taxons présentant ce type de séquences 
se retrouvent exclus des clades, favorisant l’apparition de polytomies (Seehausen, 2004). 
Pourtant, leur retrait de nos jeux de données n’as pas permis d’obtenir une meilleure 
résolution de nos arbres et surtout n’a pas supprimé les incongruences observées entre 
données chloroplastiques et données nucléaires. Les relations phylogénétiques entre les clades 
spécifiques (c’est-à-dire contenant plusieurs échantillons de la même espèce) ne sont pas les 
mêmes selon le type de données utilisées. Le fait que le matériel génétique chloroplastique 
soit hérité uniquement de manière maternelle alors que celui du noyau est hérité des 2 parents, 
donne des indications sur des cas d’hybridation anciens ainsi que sur le sens de l’introgression 
qui va le plus souvent de la population prédominante vers la population minoritaire 
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(Seehausen, 2004).. De manière générale, plus la population est petite, plus la proportion 
derencontre avec des pollens étrangers est grande (Rieseberg, 1997). 
Or, nous avons pu montrer que le complexe d’espèce V.nudatum/V.napifolium serait le 
résultat d’une hybridation ancienne d’une espèce du groupe F avec V.sinuatum, une espèce 
largement répandue autour du bassin méditerranéen (cf. Annexe 5). Le fait que ce clade se 
retrouve dans l’arbre chloroplastique avec le clade des V.sinuatum suggèrerait alors une 
introgression avec capture du chloroplaste de V.sinuatum vers le pool 
V.nudatum/V.napifolium. D’autres résultats suggèrent l’implication de V. sinuatum dans la 
formation d’autres hybrides. L’hybridation apporte une contribution positive dans un 
environnement donné via l’introgression des allèles avantageux, mais il est difficile de 
distinguer cet apport de la formation d’une espèce d’origine hybride. En effet, la spéciation 
via hybridation étant sympatrique, elle sous-entend la mise en place les barrières 
reproductives nécessaires à sa stabilisation et son maintien dans la zone hybride. Dans ce cas, 
l’occupation d’une nouvelle niche écologique grâce à un avantage adaptatif favorisant 
l’hybride pourra limiter les flux de gènes avec les espèces parents et conduire à la formation 
de la nouvelle espèce.	
L’évolution réticulée a été mis en évidence chez de nombreux genres de plantes 
(Pillon et al., 2003 ; Mansion et al., 2005) et au sein des Scrophulariaceae s. l. comme par 
exemple chez le genre Rhinantus L où le phénomène d’hybridation naturelle, qui a été détecté 
à l’aide de données morphologiques (Kwak, 1980) puis moléculaires (Ducarme et al., 2010), 
obscurcit les frontières entre les espèces (Talve et al., 2013). Un cas de spéciation via 
hybridation a aussi été montré chez le genre Penstemon Mitchell. (Wolfe et al., 1998, 2006). 
Le genre Antirrhinum L. est aussi bien connu pour son histoire évolutive réticulée (Carrio et 
al. 2009; Vargas et al. 2009; Wilson et Hudson, 2011). Enfin des cas d’évolution réticulée ont 
aussi été recensés chez les genres Lindernia (Yoshino et al., 2011) et Scrophularia L. 
(Scheunert et Heubl, 2011), genre phylogénétiquement proche du genre Verbascum L.  
	
E. Evolution du genre 
Tout comme le genre Antirrhinum L., Verbascum L. constitue un bon modèle pour 
comprendre les bases génétiques des patrons de la diversité phénotypique, ce qui pourrait être 
le cas chez de nombreux taxons méditerranéens récents (Thompson, 2005).Les relations 
phylogénétiques entre les espèces de Verbascum ont été partiellement résolues et il n’est pas 
encore possible de connaître l’état ancestral des caractères morphologiques traditionnellement 
utilisés dans la taxonomie du genre et de savoir si des phénotypes similaires ont pu 
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évoluerplusieurs fois indépendamment à l’intérieur du genre. L’hybridation peut conduire 
dans une population mixte à des situations de stabilisation de la zone hybride, à la spéciation, 
à l’introgression ou encore à l’extinction (Rieseberg et Wendel, 1993 ; Rieseberg et Carney, 
1998 ; Linder et Rieseberg, 2004). L’hybridation étant une source de diversité génétique, elle 
permet aux espèces de s’adapter plus facilement aux différents environnements (Seehausen, 
2004 ; Mallet, 2007). Ainsi, les groupes taxonomiques décrits dans la littérature pourraient 
représenter des écotypes, et les espèces y étant inclues pourraient avoir évolué vers des 
caractères morphologiques similaires indépendamment en réponse adaptative à un 
environnement particulierplutôt que de partager leur caractères à travers un ancêtre commun. 
L’hybridation naturelle est plus commune dans les populations de faible densité, où les 
partenaires sont rares et où la sélection contre les hybrides via la compétition avec les parents 
est faible voire inexistante. Dans la plupart des cas étudiés les hybrides montrent une fertilité 
et une viabilité plus faibles dans la niche écologique de leur parents que dans la nouvelle 
niche qu’ils occupent, en particulier chez les espèces avec de fortes barrières post-zygotiques, 
suggérant que l’hybridation agit comme une ‘macro-mutation’ permettant la colonisation de 
niche écologiques nouvelles, dans des habitats extrêmes ou perturbées (Rieseberg, 1997 ; 
Rieseberg et Carney, 1998 ; Seehausen, 2004 ; Mallet, 2007). En effet suite à une forte 
perturbation de l’habitat les barrières pré-zygotiques sont réduites, et le développement de 
corridors et donc de flux de gènes entre les populations sont favorisées (Rieseberg, 1997). 
Ainsi, la formation de nouvelles espèces via l’hybridation facilite la radiation 
adaptative des espèces face à la mise à disposition de nouvelles niches écologiques 
(Seehausen, 2004), comme cela pourrait être le cas chez Verbacum L. En effet, chez 
Verbascum, il apparait que les groupes d’espèces distribuées dans une même zone 
géographique sont monophylétiques d’après les marqueurs chloroplastiques, ce qui pourrait 
suggérer l’hybridation des espèces colonisatrices des nouvelles niches écologiques suivie par 
la fixation du génome chloroplastique (Seehausen, 2004).  
 
F. Perspectives 
1. Echantillonnage 
Afin de mieux comprendre les relations phylogénétiques au sein du genre Verbascum 
L., un échantillonnage plus exhaustif est nécessaire. Ce travail de thèse ne nous a permis 
d’intégrer qu’un faible pourcentage d’espèces, il est donc indispensable de poursuivre 
l’échantillonnage. Certains groupes manquent aussi limitant nos conclusions, par exemple, il 
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faudrait ajouter des espèces présentant des fleurs en glomérules pédonculées ainsi qu’un plus 
grand nombre d’espèces ne possédant que 4 étamines. Géographiquement l’échantillonnage 
doit être étendu à des régions telles que le Maroc, l’Iran, la Hongrie et l’Italie, riches en 
espèces. Il reste souhaitable d’échantillonner plusieurs individus appartenant à la même 
espèce, mais éloignés géographiquement quand cela est possible. Nous préconisons aussi une 
identification directement sur le terrain ainsi qu’une collecte de plusieurs individus par 
population sur un transect entre les populations proches pour d’éventuelles études de 
génétique des populations.  
2. Techniques moléculaires 
Le phénomène d’hybridation naturelle très commun chez Verbascum doit être pris en 
compte lors de l’investigation des patrons d’évolution de ce genre. Pour cela, il serait 
nécessaire pour de futures études du genre d’utiliser le clonage pour la région ITS lorsque la 
séquence présente des sites polymorphiques. Il serait aussi intéressant d’intégrer d’autres 
marqueurs moléculaires à nos premières analyses et plus particulièrement des marqueurs 
nucléaires à faible nombre de copies tels que LEAFY ou waxy (Yang et al., 2002, 2010 ; 
Ingram et Doyle, 2003).  Les marqueurs moléculaires utilisés en génétiques des populations 
tels que les ISSR ou AFLP (Wolfe et al., 1998, Seehausen, 2004 ; Minder et Widmer, 2008) 
pourraient aussi s’avérer utiles afind’évaluer l’importance des flux de gènes entre les espèces. 
Il faudrait aussi comparer le nombre de chromosomes entre les espèces de Verbascum L. (cf. 
http://www.tropicos.org/Project/IPCN) et le quantifier pour chaque taxon non renseigné afin 
de différencier les cas d‘hybridation allopolyploïde et/ou diploïde (Mansion et al., 2005). 
3. Méthodes d’analyses 
Les méthodes de phylogénies que nous avons utilisées dans cette thèse ne permettent 
pas de générer des graphiques qui représentent de manière exacte les évènements 
d’hybridation (Xu, 2000). Nous souhaiterions dans le futur utiliser des programmes 
développés pour prendre l’évolution réticulée en compte dans l’analyse des liens de parenté 
entre différents taxons et obtenir des phylogénies en réseau ou reticulogrammes (Linder et 
Rieseberg, 2004; Seehausen, 2004 ; Nakhleh et al., 2005; Bendiksby et al., 2011).  
Au niveau de la morphologie, une étude approfondie de certains caractères comme la 
forme des grains de pollen ou celle des poils de l’indumentum pourraient apporter une aide 
complémentaire, même si ces caractères sont trop difficilement observables sur le terrain pour 
les intégrer aux clés d’identification. 
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4. Ecologie 
Les pollinisateurs sont une source majeure de sélection des traits floraux chez les 
plantes. Le choix du pollinisateur est déterminé par la récompense en nectar ou en pollen 
suggérée par la couleur, forme, taille de la fleur (Rieseberg, 1997). Le pollinisateur le plus 
commun dans un groupe de plantes impose une forte sélection sur les caractères floraux, ce 
qui a un effet sur la force des barrières reproductives et donc de la spéciation. Ainsi, il serait 
utile de pouvoir collecter des informations sur le terrain concernant les pollinisateurs 
impliqués dans la reproduction et de renseigner les variables environnementales afin 
d’investiguer leurs implications dans la mise en place des barrières reproductives et dans la 
formation de espèces au sein du genre Verbascum L.  
5. Biogéographie 
Plusieurs hypothèses peuvent être proposées concernant l’histoire biogéographique du 
genre pour expliquer la présence à la fois d’espèces à très large distribution autour du bassin 
et d’espèces endémiques insulaires en Méditerranée; un phénomène de vicariance : des 
espèces auraient pu être communes à l’orient et l’occident à l’époque où la mer Méditerranée 
constituait une vaste étendue de terres émergées, continue de l’Espagne à la Turquie, et de 
l’Europe au Nord de l’Afrique lors de la crise messinienne et de nouvelles espèces auraient pu 
évoluer suite au fractionnement de l’aire de répartition, ou un phénomène de migration : des 
espèces orientales qui auraient pu envahir l’occident après les glaciations accompagné de la 
formation de nouvelles espèces dans les zones refuges. Certaines espèces ont enfin pu être 
transportées à longue distance. 
Afin de tester ces différentes hypothèses et de dater les principaux événements de 
spéciation pour les replacer dans un contexte phylogéographique, une étude préliminaire de 
datation moléculaire avec calibration indirecte a été réalisée au cours de ce travail de thèse. 
Néanmoins les résultats n’ont pas été assez approfondis pour être présentés et discutés ici et le 
seront dans une future étude biogéographique du genre qui suivra ce travail de thèse. Ainsi, en 
replaçant ces événements dans le contexte paléoclimatique et tectonique de la Méditerranée 
nous espérons contribuer à une meilleure connaissance de l’histoire de la flore et de la 
végétation de la Méditerranée. 
  
 139 
 
Bibliographie 
Al-Hemaid F.M.A., 2001. Notes on Verbascum L., from Saudi Arabia with description of 
eight new species. Pak. J. Bot. 33: 315-328. 
Alice L.A., Eriksson T., Eriksen B., Campbell C.S., 2001. Hybridization and gene flow 
between distantly related species of Rubus (Rosaceae): Evidence from nuclear 
ribosomal DNA internal transcribed spacer region sequences. Syst. Bot. 26: 769-778. 
Albach D.C., Soltis P.S., Soltis D.E. et Olmstead R.G., 2001. Phylogenetic analysis of 
Asterids based on sequences of four genes. Ann. Mo Bot. Gard. 88: 163-212. 
Albach D.C., Martinez-Ortega M.M. et Chase M.W., 2004. Veronica: Parallel 
morphological evolution and phylogeography in the Mediterranean. Plant Syst. Evol. 
246: 177–194. 
 Albach D.C., Martinez-Ortega M.M., Fischer M.A. et Chase M.W., 2004. Evolution of 
Veroniceae: A phylogenetic perspective. Ann. Mo. Bot. Gard. 91: 275-302. 
Albach D.C., Meudt H.M. et Oxelman B., 2005. Piecing together the "new" Plantaginaceae. 
Am. J. Bot. 92: 297-315. 
Albach D.C., Yan K., Jensen S.R. et Li H.-Q., 2009. Phylogenetic placement of 
Triaenophora (formerly Scrophulariaceae) with some implications for the phylogeny 
of  Lamiales. Taxon 58: 749-756. 
Albert V.A., Williams S.E. et Chase M.W., 1992. Carnivorous plants: phylogeny and 
structural evolution. Science 257: 1491-1495. 
Anderson  E. et Hubricht  L., 1938. Hybridization in Tradescantia. III. The evidence for 
introgressive hybridization. Am. J. Bot. 25: 396–402. 
Andreasen K., Baldwin B.G. et Bremer B., 1999. Phylogenetic utility of the nuclear rDNA 
ITS region in subfamily Ixoroideae (Rubiaceae): Comparisons with cpDNA rbcL 
sequence data. Plant Syst. Evol. 217: 119-135.  
Andreasen K. et Baldwin B.G., 2001. Unequal evolutionary rates between annual and 
perennial lineages of checker mallows (Sidalcea, Malvaceae): Evidence from 18S-26S 
rDNA internal and external transcribed spacers. Mol. Phyl. Evol.18: 936-944. 
Andreasen K. et Baldwin B.G., 2003. Nuclear ribosomnal DNA sequence polymorphism 
and hybridization in checker mallows (Sidalcea, Malvaceae). Mol. Syst. Evol. 29: 563-
581. 
APG, 1998. An ordinal classification for the families of flowering plants. Ann. Missouri Bot. 
Gard. 85: 531-553. 
 140 
 
APG II, 2003. An update of the Angiosperm Phylogeny Group classification for orders and 
families of flowering plants: APG II. Bot. J. Linn. Soc. 141:399-436. 
APG III, 2009. An update of the Angiosperm Phylogeny Group classification for the orders 
and families of flowering plants: APG III. Bot. J. Linn. Soc. 161: 105-121. 
Archambault A. et Bruneau A., 2004. Phylogenetic Utility of the LEAFY/FLORICAULA 
Gene in the Caesalpinioideae (Leguminosae): Gene Duplication and a Novel Insertion. 
Syst. Bot. 29: 609-626. 
Armstrong J.E. et Douglas A.W., 1989. The ontogenetic basis for corolla aestivation in 
Scrophulariaceae. Bull. T. Bot. C. 116: 378-389. 
Asmussen C.B. et Liston A., 1998. Chloroplast DNA Characters, Phylogeny, and 
Classification of Lathyrus (Fabaceae). Am. J. Bot. 85: 387-401. 
Attar F., Riahi M., Daemi F. et Aghabeigi F., 2011. Preliminary molecular phylogeny of 
Eurasian Scrophularia (Scrophulariaceae) based on DNA sequence data from trnS-trnG 
and ITS regions. Plant Biosyst. 145: 857-865. 
Aytaç Z. et Duman H., 2012. Verbascum hasbenlii (Scrophulariaceae), a new species from 
Turkey. Turk. J. Bot. 36: 322-327. 
Backlund M., Oxelman B. et Bremer B., 2000. Phylogenetic relationships within the 
Gentianales based on ndhF and rbcL sequences, with particular reference to the 
Loganiaceae. American J. Bot. 87: 1029-1043. 
Baldwin B.G., 1992. Phylogenetic Utility of the Internal Transcribed Spacers of Nuclear 
Ribosomal DNA in Plants: An Example from the Compositae. Mol. Phylogenet. Evol. 
1: 3-16. 
Baldwin B.G. et Markos S., 1998. Phylogenetic Utility of the External Transcribed Spacer 
(ETS) of 18S-26S rDNA: Congruence of ETS and ITS Trees of Calycadenia 
(Compositae). Mol. Phylogenet. Evol.10: 449-463. 
Baldwin B.G., Sanderson M.J., Porter J.M., Wojciechowski M.F., Campbell C.S. et 
Donoghue M.J., 1995. The ITS Region of Nuclear Ribosomal DNA: A Valuable 
Source of Evidence on Angiosperm Phylogeny. Ann. Mo. Bot. Gard. 82: 247-277. 
Bammi R.K. et Olmo H.P., 1966. Cytogenetics of Rubus V. Natural hybridization between 
R. procerus and R. laciniatus. Evolution 20: 617-633. 
Bani B., Nezaket A. et Karavelioğullari F.A., 2010. Verbascum turcicum 
(Scrophulariaceae) a new species from Turkey. Ann. Bot. Fennici 47: 489-492. 
Barringer K., 1993. Five new tribes in the Scrophulariaceae. Novon 3: 15-17. 
Barton N.H., 2001. The role of hybridization in evolution. Mol. Ecol. 10: 551-568. 
 141 
 
Belli O., 1601. dans De L’Ecluse C., Rariorum Plantarum Historia. 
Bellini R., 1907. Criteri per una nuova classificazione della Personatae (Scrophulariaceae et 
Rhinantiaceae). Annali di Botanica 6: 131-145. 
Bena G., Prosperi J.M., Lejeune B. et Olivieri I., 1998. Evolution of annual species of the 
genus Medicago: A molecular phylogenetic approach. Mol. Phylogenet. Evol. 9: 552-
559. 
Bendiksby M., Brysting A.K., Thorbek L., Gussarova G. et Ryding O., 2011. Molecular 
phylogeny and taxonomy of the genus Lamium L. (Lamiaceae): Disentangling origins 
of presumed allotetraploids. Taxon 60: 986-1000. 
Benedi C., 2009. Verbascum L. dans Flora Ibérica Vol. XIII: Plantaginaceae-
Scrophulariaceae (Castroviejo, Santiago): 49-96. 
Bentham G., 1846. Scrophulariaceae. dans: Decandolle, A., Prodromum systematis naturalis 
regni vegetabilis X: 224-248, Victoris Masson, Paris, France. 
Besnard G., de Casas R.R., Christin P.-A. et Vargas P., 2009. Phylogenetics of Olea 
(Oleaceae) based on plastid and nuclear ribosomal DNA sequences: Tertiary climatic 
shifts and lineage differentiation times. Ann. Bot. 104: 143-160. 
Bittkau C. et Comes H.P., 2009. Molecular inference of a Late Pleistocene diversification 
shift in Nigellas. lat. (Ranunculaceae) resulting from increased speciation in the 
Aegean archipelago. J. Biogeogr. 36: 1346-1360. 
Blanco-Pastor J.L., Vargas P. et Pfeil B.E., 2012. Coalescent simulations reveal 
hybridization and incomplete lineage sorting in Mediterranean Linaria. Plos One, 7 
(6), e39089. 
Blondel J., Aronson J., Bodiou J.Y. et Boeuf G., 2010. The Mediterranean region: 
biological diversity through time and space. Oxford : Oxford University Press 
Bohs L., Weese T., Myers N., Lefgren V., Thomas N., van Wagenen A. et Stern S., 2007. 
Zygomorphy and heteranthery in Solanum in a phylogenetic context. Acta Hort. 745: 201-
223. 
Boissier E., 1844. Diagnoses Plantarum Orientalium Novarum. Leipzig. 
Boissier E., 1879. Flora Orientalis IV. Genève/Basel 
Borsch T. et Quandt D., 2009. Mutational dynamics and phylogenetic utility of noncoding 
chloroplast DNA. Plant Syst. Evol.282: 169-199. 
Borsch T., Hilu K.W., Quandt D., Wilde V., Neinhuis C. et Barthlott W., 2003. 
Noncoding plastid trnT-trnF sequences reveal a well resolved phylogeny of basal 
angiosperms. J. Evol. Biol. 16: 558-576. 
 142 
 
Bremer K., Backlund A., Sennblad B., Swenson U., Andreasen K., Hjertson M., 
Lundberg J., Backlund M. et Bremer B., 2001. A phylogenetic analysis of 100+ 
genera and 50+ families of euasterids based on morphological and molecular data with 
notes on possible higher level morphological synapomorphies. Plant. Syst. Evol. 229: 
137-169. 
Bremer B., Bremer K., Heidari N., Erixon P., Olmstead R. G., Anderberg A. A., 
Källersjö M. et Barkhordarian E., 2002. Phylogenetics of asterids based on 3 
coding and 3 non-coding chloroplast DNA markers and the utility of non-coding DNA 
at higher taxonomic levels. Mol. Phyl. Evol. 24: 274-301. 
Burgess K.S., Fazekas A.J., Kesanakurti P.R., Graham S.W. et Husband B.C., 2011. 
Discriminating plant species in a local temperate flora using the rbcL+matK DNA 
barcode. Methods Ecol. Evol. 2: 330–340. 
Bruni I., De Mattia F. et Martellos S., 2012. DNA Barcoding as an Effective Tool in 
Improving a Digital Plant Identification System: A Case Study for the Area of Mt. 
Valerio, Trieste (NE Italy). PLoS ONE. 7(9): e43256.  
 Calviňo C.I., et Downie S.R., 2007. Circumscription and phylogeny of Apiaceae subfamily 
Saniculoideae based on chloroplast DNA sequences. Mol. Phylogenet. Evol. 44: 175-
191. 
Carriŏ E., Forrest A.D., Güemes J. et Vargas P., 2010. Evaluating species nonmonophyly 
as a trait affecting genetic diversity: a case study of three endangered species of 
Antirrhinum L. (Scrophulariaceae). Plant Syst. Evol. 288: 43-58. 
CBOL Plant Working Group, 2009. A DNA barcode for land plants. Proc. Natl. Acad. Sci. 
U. S. A. 106: 12794-7. 
Chase M.W. et Reveal J.L., 2009. A phylogenetic classification of the land plants to 
accompany APG III. Bot. J. Linn. Soc. 161: 122–127.  
Chen S., Yao H., Han J., Liu C., Song J., Shi L., Zhu Y., Ma X., Gao T., Pang X., Luo K., 
Li Y., Li X., Jia X., Lin Y. et Leon C., 2010. Validation of the ITS2 Region as a 
Novel DNA Barcode for Identifying Medicinal Plant Species. Plos One 5: e8613 
Clevinger J.-A. et Panero J.-L., 2000. Phylogenetic analysis of Silphium and subtribe 
Engelmanniinae (Asteraceae: Heliantheae) based on ITS and ETS sequence data. Am. 
J. Bot. 87: 565-572. 
Comes H.P. et Abbott R.J., 1999. Population genetic structure and gene flow across arid 
versus mesic environments: a comparative study of two parapatric Senecio species 
from the near east. Evol. 53: 36–54.  
 143 
 
Conran J.G. et Dowd J.M., 1993. The phylogenetic-relationships of Byblis and Roridula 
(Byblidaceae-Roridulaceae) inferred from partial 18S ribosomal-RNA sequences. 
Plant Syst. Evol. 188: 73-86. 
Conran J.G., 1996. The embryology and relationships of the Byblidaceae. Aust. Syst. Bot. 9: 
243-254. 
Corriveau J.L. et Coleman A.W., 1988. Rapid screening method to detect potential 
biparental inheritance of plastid DNA and results for over 200 angiosperm species. 
Am. J. Bot. 75: 1443-1458. 
Costea M. et Stefanović S., 2010. Systematics of Cuscuta umbellata complex 
(Convolvulaceae). Taxon 59: 1783-1800. 
Coste H., 1937. Flore descriptive et illustrée de la France, de la Corse et des contrées 
limitrophes ; Librairie des Sciences et des Arts, vol. 2. 
Cronquist A., 1981. An integrated system of classification of flowering plants. Columbia 
Univ. Press, New York. 
Cuénoud P., Savolainen V., Chatrou L.W., Powell M., Grayer R.J. et Chase M.W., 2002. 
Molecular phylogenetics of Caryophyllales based on nuclear 18S rDNA and plastid 
rbcL, atpB, and matK DNA sequences. Am. J. Bot. 89: 132-144. 
Cullings K.W. et Vogler D.R., 1998. A 5.8S nuclear ribosomal RNA gene sequence 
database: applications to ecology and evolution. Mol. Ecol. 7: 919–923. 
Da Cruz F., Turchetto-Zolet A. C., Veto N., Mondin C. A., Sobral M., Almerão M. et 
Margis R., 2013. Phylogenetic analysis of the genus Hexachlamys (Myrtaceae) based 
on plastid and nuclear DNA sequences and their taxonomic implications. Bot. J. Linn. 
Soc. 172: 532–543. 
Dahlgren R.M.T., 1980. A revised system of classification of the angiosperms. Bot. J. Linn. 
Soc. 80: 91–124.  
Datson P.M., Murray B.G. et Steiner K.E., 2008. Climate and the evolution of 
annual/perennial life-histories in Nemesia (Scrophulariaceae). Plant Syst. Evol. 270: 
39-57. 
Davis P.H., Cullen J. et Coode M.J.E., 1978. Flora of Turkey and the East Aegean Island; 
Edinburg Univ. Press Vol. 6. 
Davis P.H., Mill R.R. et Tan K., 1988. Flora of Turkey and the Central Aegean Islands. 
(suppl.). Edinburgh Univ. Press Vol.10.191-193. 
 144 
 
Davis C.C., Fritsch P.W., Li J. et Donoghue, M.J., 2002. Phylogeny and biogeography of 
Cercis (Fabaceae): Evidence from nuclear ribosomal ITS and chloroplast ndhF 
sequence data. Syst. Bot. 27: 289-302. 
De Queiroz, A., 1993. For consensus (sometimes). Syst. Biol. 42 : 368-372.  
De Queiroz A., Donoghue M.J. et Kim J., 1995. Separate versus combined analysis of 
phylogenetic evidence. Ann. Rev. Ecol. Syst. 26: 657-681. 
Demesure B., Sodzi N. et Petit R. J., 1995. A set of universal primers for amplification of 
polymorphic non-coding regions of mitochondrial and chloroplast DNA in plants. 
Mol. Ecol. 4: 129 –131. 
Donoghue M.J., Baldwin B.G., Li J.H. et Winkworth R.C., 2004. Viburnum phylogeny 
based on chloroplast trnK intron and nuclear ribosomal ITS DNA sequences. Syst. Bot. 
29: 188-198. 
Downie S.R., KatzDownie D.S. et Cho K.J., 1996. Phylogenetic analysis of Apiaceae 
subfamily Apioideae using nucleotide sequences from the chloroplast rpoC1 intron. 
Mol. Phylogenet. Evol. 6: 1-18. 
Ducarme V. et Wesselingh R.A., 2005. Detecting hybridization in mixed populations of 
Rhinanthus minor and Rhinanthus angustifolius. Folia Geobotanica 40: 151–161. 
Dunning L.T. et Savolainen V., 2010. Broad-scale amplification of matK for DNA 
barcoding plants, a technical note. Bot. J. Linn. Soc. 164: 1-9. 
Egan A.N. et Crandall K.A., 2008. Divergence and diversification in North American 
Psoraleeae (Fabaceae) due to climate change. BMC Biol. 6. doi: 10.1186/1741-7007-6-
55  
Ekim T., 2000. Verbascum L. In (eds.) Güner, A. Ozhatay, N. Ekim T. & Baser, K.H.C. Flora 
of Turkey and the Central Aegean Islands (suppl.). Edinburgh Univ. Press, Edinburgh. 
Vol. 11, pp. 193. 
Emshwiller E. et Doyle J.J., 1999. Chloroplast-expressed glutamine synthetase (ncpGS): 
Potential utility for phylogenetic studies with an example from Oxalis (Oxalidaceae). 
Mol. Phylogenet. Evol.12: 310-319.  
Estes D. et Small R.L., 2008. Phylogenetic relationships of the monotypic genus 
Amphyanthus (Plantaginaceae tribe Gratioleae) inferred from chloroplast DNA 
sequences. Syst. Bot. 33(1): 176-182. 
	
	
 145 
 
Evans R.C., Alice L.A., Campbell C.S., Kellogg E.A. et Dickinson T.A., 2000. The 
granule-bound starch synthase (GBSSI) gene in the rosaceae: Multiple loci and 
phylogenetic utility. Mol. Phylogenet. Evol.17: 388-400. 
Feliner G.N., Gutierrez L.B. et Fuertes A.J., 2004. Fine-scale Geographical Structure, 
Intra-individual Polymorphism and Recombination in Nuclear Ribosomal Internal 
Transcribed Spacers in Armeria (Plumbaginaceae). Ann. Bot. 93(2): 189-200.  
Feliner G.N. et Rosselló J.A., 2007. Better the devil you know? Guidelines for insightful 
utilization of nrDNA ITS in species-level evolutionary studies in plants. Mol. Phyl. 
Evol. 44: 911-919. 
Felsenstein J., 1985. Confidence limits on phylogenies: An approach using the bootstrap. 
Evol. 39: 783-791. 
Ferguson I.K., 1972. Verbascum L. Dans: Heywood V.H., Tutin G.T., Burges N.A., Moore 
D.M., Valentine D.H., Walters S.M. et Webb D.A. (eds) Flora Europea 3: 205-216. 
Cambridge Univ. Press, Cambridge.  
Fischer E., Theisen I. et Lohmann L.G., 2004. Bignoniaceae. In: Kadereit, J. W. (ed.), 
Families and Genera of Vascular Plants. VII. pp. 9-38. 
Ford C.S., Ayres K.L., Toomey N., Haider N., Stahl J.V., Kelly L.J., Wikstrom N., 
Hollingsworth P.M., Duff R.J., Hoot S.B, Cowan R.S, Chase M.W, et Wilkinson 
M.J., 2009. Selection of candidate coding DNA barcoding regions for use on land 
plants. Bot. J. Linn. Soc. 159: 1-11. 
Fortune P.M., Schierenbeck K.A., Ainouche A.K., Jacquemin J., Wendel J.F. et 
Ainouche M.L., 2007. Evolutionary dynamics of Waxy and the origin of hexaploid 
Spartina species (Poaceae). Mol. Phylogenet. Evol. 43: 1040-1055. 
Franchet M.A., 1875. Etudes sur les Verbascum de la France et de l’Europe Centrale. 
Vendome. 
Freeman C.E. et Scogin R., 1999. Potential utility of chloroplast trnL (UAA) gene intron 
sequences for inferring phylogeny in Scrophulariaceae. Aliso 18: 141-159. 
Friend S.A., Quandt D., Tallury S.P., Stalker H.T. et Hilu K.W., 2010. Species, genomes, 
and section relationships in the genus Arachis (Fabaceae): a molecular phylogeny. 
Plant Syst. Evol. 290: 185-199. 
Friesen N., Fritsch R.M., Pollner S. et Blattner F.R., 2000. Molecular and morphological 
evidence for an origin of the aberrant genus Milula within Himalayan species of 
Allium (Alliacae). Mol. Phylogenet. Evol.17: 209-218. 
 146 
 
Frohlich M.W. et Meyerowitz E.M., 1997. The search for flower homeotic gene homologs 
in basal angiosperms and gnetales: A potential new source of data on the evolutionary 
origin of flowers. Int. J. Plant Sci. 158: S131-S142.  
Galbany-Casals M., Garcia-Jacas N., Sáez L., Benedi C. et Susanna A., 2009. Phylogeny, 
Biogeography, and Character Evolution in Mediterranean, Asiatic, and Macaronesian 
Helichrysum (Asteraceae, Gnaphalieae) Inferred from Nuclear Phylogenetic Analyses. 
Int. J. Plant Sci. 170: 365-380. 
Gandara E. et Sosa V., 2013. Testing the monophyly and position of the North American 
shrubby desert genus Leucophyllum (Scrophulariaceae: Leucophylleae). Bot. J. Linn. 
Soc. 171: 508–518. 
Garcia P.B., Schönswetter P., Aguilar J.F., Feliner G.N. et Schneeweiss G.M., 2008. Five 
molecular markers reveal extensive morphological homoplasy and reticulate evolution 
in the Malva alliance (Malvaceae). Mol. Phyl. Evol. 50: 226-239. 
Garnatje T., Garcia S. et Canela M.A., 2007. Genome size variation from a phylogenetic 
perspective in the genus Cheirolophus Cass. (Asteraceae): biogeographic implications. 
Plant Syst. Evol. 264: 117-134. 
Gaskin J.F. et Schaal B.A., 2003. Molecular phylogenetic investigation of US invasive 
Tamarix. Syst. Bot. 28: 86-95. 
Geleta M., Bekele E., Dagne K. et Bryngelsson T., 2010. Phylogenetics and taxonomic 
delimitation of the genus Guizotia (Asteraceae) based on sequences derived from 
various chloroplast DNA regions. Plant Syst. Evol. 289: 77-89. 
 Gielly L. et Taberlet P., 1994. The use of chloroplast DNA to resolve plant phylogenies: 
noncoding versus rbcL sequences. Mol. Biol. Evol. 11: 769-777. 
Golenberg E.M., Clegg M.T., Durbin M.L., Doebley J. et Ma D.P., 1993. Evolution of a 
noncoding region of the chloroplast genome. Mol. Phylogenet. Evol. 2: 52–64. 
Gonzalez M.A., Baraloto C., Engel J., Mori S.A., Pétronelli P., Riéra B., Roger A., 
Thébaud C. et Chave J., 2009. Identification of Amazonian Trees with DNA 
Barcodes. PlosOne 4. 
Good L., Intine R.V. et Nazar R.N., 1997. Interdependence in the processing of ribosomal 
RNAs in Schizosaccharomyces pombe. J. Mol. Biol. 273: 782-788. 
Grant V., 1966. The Selective Origin of Incompatibility Barriers in the Plant Genus Gilia. 
The Am. Naturalist 100:99-118.  
 147 
 
Grob G.B.J., Gravendeel B. et Eurlings M.C., 2004. Potential phylogenetic utility of the 
nuclear FLORICAULA/LEAFY second intron: comparison with three chloroplast 
DNA regions in Amorphophallus (Araceae). Mol. Phylogenet. Evol. 30: 13-23. 
Grisebach A., 1844. Spicilegium florae rumelicae et bithynicae, II. Göttingen. 
Gübitz T.,Caldwell A. et Hudson A., 2003. Rapid molecular evolution of CYCLOIDEA-
likegenes in Antirrhinum and its relatives. Mol. Biol. Evol. 20: 1537–1544. 
Guibert C., Civeyrel L. et Linder H.P., 2009. Male and female separation event trapped in a 
species tree. Taxon 58 (1): 172-180. 
Guzman B., Lledo M.D. et Vargas P., 2009. Adaptive Radiation in Mediterranean Cistus 
(Cistaceae). Plos One 4. 
Guzman B. et Vargas P., 2009. Long-distance colonization of the Western Mediterranean by 
Cistus ladanifer (Cistaceae) despite the absence of special dispersal mechanisms. J. 
Biogeogr. 36: 954-968. 
Hallier H., 1903 : Über die abgrenzung und verwandschaft der einzelnen sippen bei den 
Scrophulariaceen. Bulletin de l’herbier Boissier II, 3: 181-207. 
Hamilton M.B., 1999. Four primer pairs for the amplification of chloroplast intergenic 
regions with intraspecific variation. Mol. Ecol. 8: 521-523. 
Hedrén M., Chase M.W. et Olmstead R.G., 1995. Relationships in the Acanthaceae and 
related families as suggested by cladistic analysis of rbcL nucleotide sequences. P1. 
Syst. Evol. 194:93-109.  
Heiser C.B., 1947. Hybridization between the sunflower species Helianthus annuus and H. 
petiolarus. Evolution 1: 249-263. 
Hershkovitz M.A. et Zimmer E.A., 1996. Conservation patterns in angiosperm rDNA ITS2 
sequences. Nucleic Acids Res. 24: 2857–2867. 
Heywood V.H., 1993. Flowering plants of the World. Oxford Univ. Press, New York, USA. 
Heywood V.H., Brummit R.K., Culham A. et Seberg O., 2007. Flowering Plant Families 
of the World. Royal Botanic Gardens, Kew. 
Hilu K.W. et Liang H.P., 1997. The matK gene: Sequence variation and application in plant 
systematics. Am. J. Bot. 84: 830-839. 
Hitchen J., Ivakine E., Melekhovets Y.F., Lalev A. et Nazar R.N., 1997. Structural features 
in the 3 ' external transcribed spacer affecting intragenic processing of yeast rRNA. J. 
Mol. Biol. 274: 481-490. 
 148 
 
Howarth D.G. et Baum D.A., 2005. Genealogical evidence of homoploïd hybrid speciation 
in an adaptative radiation of Scaevola (Goodeniaceae) in the Hawaian island. Evol. 59: 
948–961. 
Huber-Morath A., 1971. Die turkischen Verbasceen (Celsia, Staurophragma, Verbascum). 
Denkschr. Schweiz. Naturforsch. Ges. 87. 166p.  
Huber-Morath A., 1978. Verbascum L. In (ed.) Davis, P.H. Flora of Turkey and the Central 
Aegean Islands. Edinburgh Univ. Press, Edinburgh. Vol. 6, pp. 461-603. 
Huelsenbeck J.P. et Ronquist F., 2001. MRBAYES. Bayesian inference of phylogeny. 
Bioinf. 17: 754-755. 
Ingram A.L. et Doyle J.J., 2003. The origin and evolution of Eragrostis (Poaceae) and 
related polyploids: Evidence from nuclear waxy and plastid rps16. Am. J. Bot. 90: 
116-122. 
Jeanmonod D. et Gamisans J., 2007. Flora Corsica. Edisud, Aix-en-Provence, 1-922. 
Jensen S.R., 2000. Chemical relationships of Polypremum procumbens, Tetrachondra 
hamiltonii and Peltanthera floribunda. Bioch. Syst. Ecol. 28: 45-51. 
Johnson L.A. et Soltis D.E., 1994. Matk DNA-Sequences and Phylogenetic Reconstruction 
in Saxifragaceae S-Str. Syst. Bot. 19:143-156. 
Judd W.S. et Olmstead R.G., 2004. A survey of tricolpate (eudicot) phylogenetic 
relationships. Am. J. Bot. 91(10): 1627-44.  
Kainulainen K., Persson C., Eriksson T. et Bremer B., 2010. Molecular Systematics and 
morphological character evolution of the condamineeae (Rubiaceae). Am. J. Bot. 97: 
1961-1981.  
Karavelioğullari F.A., Duran A. et Hamzaoğlu E., 2004. Verbascum tuna-ekimii 
(Scrophulariaceae), a new species from Turkey. Ann. Bot. Fennici 41: 227-231. 
Karavelioğullari F.A., Vural M. et Polat H., 2006. Two new taxa from Central Anatolia, 
Turkey. Israel  J. Pl.  Sci. 54: 105 -111. 
Karavelioğullari F.A., 2008. A new record from Turkey: Verbascum szovitsianum Boiss. 
Var. Szovitsianum. Bio. Di Con. 2/2: 68-70. 
Karavelioğullari F.A. et Aytaç Z., 2008. Revision of the genus Verbascum L. (Group A) in 
Turkey. Bot. Res. Journal 1: 9-32. 
Karavelioğullari F.A., Uzunhisarcikli M.E. et Celik S., 2008. Verbascum Ozturkii 
(Scrophulariaceae), a new species from east Anatolia, Turkey. Pak. J. Bot., 40: 1595-
1599. 
 149 
 
Karavelioğulları F.A., Ocak A., Ekici M. et Cabi E., 2009. Verbascum eskisehirensis sp. 
nov. (Scrophulariaceae) from central Anatolia, Turkey. Nordic J. Bot. 27: 222-227.  
Karavelioğulları F.A., Çelik S., Başer B. et Yavru A., 2011. Verbascum ergin-hamzaoglui 
(Scrophulariaceae), a new sepcies from South Anatolia. Turk. J. Bot. 35: 275-283. 
Kay K.M., Whittall J.B. et Hodges S.A., 2006. A survey of nuclear ribosomal internal 
transcribed spacer substitution rates across angiosperms: an approximate molecular 
clock with life history effects. Bmc Evol. Biol. 6. 
Kaynak G., Daşkın R., Yilmaz Ö. et Erdoğan E., 2006. Verbascum yurtkuranianum 
(Scrophulariaceae), a new species from northwest Anatolia, Turkey. Ann. Bot. Fennici 
43: 456-459. 
Kelchner S.A., 2000. The evolution of non-coding chloroplast DNA and its application in 
plant systematics. Ann. Mo. Bot. Gard. 87:482-498. 
Kelchner S.A., 2002. Group II introns as phylogenetic tools: Structure function, and 
evolutionary constraints. Am. J. Bot. 89:1651-1669. 
Knaak C., Hamby R.K., Arnold M.L., Leblanc M.D., Chapman R.L. et Zimmer E.A., 
1990. Ribosomal DNA variation and its use in plant biosystematics. Bio. App. Evol. 
Tr. Pl. pp: 134-158.  
Koch M.A., Karl R., Kiefer C. et Al-Shehbaz I.A., 2010. Colonizing the American 
continent: Systematics of the genus Arabis in North America (Brassicaceae). Am. J. 
Bot. 97: 1040–1057. 
Koopman M.M. et Baum D.A., 2010. Isolating nuclear genes and identifying lineages 
without monophyly: an example of closely related species from southern Madagascar. 
Int. J. Plant Sci. 171: 761–771. 
Kornhall P., Heidari N. et Bremer B., 2001. Selaginae and Manuleeae, two tribes or one? 
Phylogenetic studies in the Scrophulariaceae. Plant Syst. Evol. 228: 199-218. 
Kornhall P., 2004. Phylogenetic Studies in the Lamiales with Special Focus on 
Scrophulariaceae and Stilbaceae. Acta Universitatis Upsaliensis, Upsala. 
Kornhall P. et Bremer B., 2004. New circumscription of the tribe Limoselleae 
(Scrophulariaceae) that includes the taxa of the tribe Manuleeae. Bot. J. Linn. Soc. 
146: 453-467. 
Kress W.J. et Erickson D.L., 2007. A Two-Locus Global DNA Barcode for Land Plants: 
The Coding rbcL Gene Complements the Non-Coding trnH-psbA Spacer Region. Plos 
One 2. 
 150 
 
Kress W.J., Wurdack K.J., Zimmer E.A., Weigt L.A. et Janzen D.H., 2005. Use of DNA 
barcodes to identify flowering plants. Proc. Natl. Aca. Sci. U. S. A. 102: 8369-8374. 
Kress W.J., Prince L.M. et Williams K.J., 2002. The phylogeny and a new classification of 
the gingers (Zingiberaceae): Evidence from molecular data. Am. J. Bot. 89:1682-1696. 
Krings A., Thomas D.T. et Xiang Q.-Y., 2008. On the generic circumscription of 
Gonolobus (Apocynaceae, Asclepiadoideae): Evidence from molecules and 
morphology. Syst. Bot. 33: 403-415.  
Kwak M.M., 1980. Artificial and natural hybridization and introgression in Rhinanthus 
(Scrophulariaceae) in relation to Bumblebee Pollination. Taxon 29: 613-628. 
Kuntze O., 1891. Revisio generum Plantarum 1: 468. 
Lahaye R., Van der Bank M., Bogarin D., Warner J., Pupulin F., Gigot G., Maurin O., 
Duthoit S., Barraclough T.G. et Savolainen V., 2008. DNA barcoding the floras of 
biodiversity hotspots. Proc. Natl. Aca. Sci. U.S.A. 105: 2923-2928.  
Laubert K. et Wagner G., 2000. Flora Helvetica, Flore illustrée de Suisse, Clef de 
détermination; Editions Haupt, 1616p. 
Lavier-George L., 1937. Le trichome floral et ses rapports avec l'hybridité dans le genre 
Verbascum. Bulletin du Muséum national d’histoire naturelle 9: 219-226. 
Lee C. et Wen J., 2004. Phylogeny of Panax using chloroplast trnC-trnD intergenic region 
and the utility of trnC-trnD in interspecific studies of plants. Mol. Phylogenet. 
Evol.31: 894-903. 
 Lee C.S. et Downie S.R., 2006. Phylogenetic relationships within Cicuta (Apiaceae tribe 
Oenantheae) inferred from nuclear rDNA ITS and cpDNA sequence data. Canadian J. 
Bot. 84: 453-468.  
Leeuwenberg A.J.M. (ed.), 1980. Angiospermae: Ordnung Gentianales Fam. Loganiceae. 
pp. 1-255, in Hiepko, P., & Melchior, H. (eds), Die natürlichen Pflanzenfamilien.Ed. 
2, vol. 28b I. Duncker & Humblot, Berlin. 
Levin R.A., Blanton J. et Miller J.S., 2009. Phylogenetic utility of nuclear nitrate reductase: 
A multi-locus comparison of nuclear and chloroplast sequence data for inference of 
relationships among American Lycieae (Solanaceae). Mol. Phylogenet. Evol. 50: 608–
617. 
Li M., Wunder J., Bissoli G., Scarponi E., Gazzani S., Barbaro E., Saedler H. et Varotto 
C., 2008. Development of COS genes as universally amplifiable markers for 
phylogenetic reconstructions of closely related plant species. Cladistics 24: 727–745. 
 151 
 
Linder C.R. et Rieseberg L.H. (2004) Reconstructing patterns of reticulate evolution in 
plants.	Am. J. Bot. 91:1700-1708. 
Linnaei C., 1753. Species plantarum: exhibentes plantas rite cognitas, ad genera relatas, 
cum differentiis specificis, nominibus trivialibus, synonymis selectis, locis natalibus, 
secundum systema sexual e digestas. Holmiae, Impensis Laurentii Salvii. 
Liston A. et Wheeler J.A., 1994. The phylogenetic position of the genus Astragalus 
(Fabaceae), evidence from the chloroplast genes rpoC1 and rpoC2. Biochem. Syst. 
Ecol. 22: 377-388. 
Lledó M.D., Davis A.P., Crespo M.B., Chase M.W. et Fay M.F., 2004. Phylogenetic 
analysis of Leucojum and Galanthus (Amaryllidaceae) based on plastid matK and 
nuclear ribosomal spacer (ITS) DNA sequences and morphology. Plant Syst. Evol. 
246: 223-243. 
Logacheva M.D., Valiejo-roman C.M., Degtjareva G.V., Stratton J.M., Downie S.R., 
Samigullin T.H. et Pimenov M.G., 2010. A comparison of nrDNA ITS and ETS loci 
for phylogenetic inference in the Umbelliferae: An example from tribe Tordylieae. 
Mol. Phylogenet. Evol. 57: 471–476. 
Lu L., Fritsch P.W., Cruz B.C., Wang H. et Li D.Z., 2010. Reticulate evolution, cryptic 
species and character convergence in the core East Asian clade of Gaultheria 
(Ericaceae). Mol. Phylogenet. Evol. 57: 364–379. 
Mabberley D.J., 2008. Mabberley’s plant-book, a portable dictionary of plants, their 
classification and uses, third edition, Cambridge University Press. 1040 p. 
Maddison W.P. et Maddison D.R., 2011. Mesquite: a modular system for evolutionary 
analysis. Version 2.75 http://mesquiteproject.org 
Magallón S. et Sanderson M.J., 2001. Absolute diversification rates in angiosperm clades. 
Evolution 55: 1762-1780. 
Mallet J., 2007. Hybrid speciation. Nature 446: 279-283. 
Mansion G., Zeltner L. et Bretagnolle F., 2005. Phylogenetic patterns and polyploid 
evolution within the Mediterranean genus Centaurium (Gentianaceae-Chironieae). 
Taxon 54: 931-950. 
Markos S. et Baldwin B.G., 2001. Higher-level relationships and major lineages of 
Lessingia (Compositae, Astereae) based on nuclear rDNA internal and external 
transcribed spacer (ITS and ETS) sequences. Syst. Bot. 26: 168-183. 
Mason-Gamer R.J., Weil C.F. et Kellogg E.A., 1998. Granule-bound starch synthase: 
Structure, function, and phylogenetic utility. Mol. Biol. Evol.15: 1658-1673. 
 152 
 
Mayer V., Möller M., Perret M. et Weber A., 2003. Phylogenetic position and generic 
differentiation of Epithemateae (Gesneriaceae) inferred from plastid DNA sequence 
data. Am. J. Bot. 90: doi:10.3732/ajb.90.2.0 
Mayol M. et Rosselló J.A., 2001. Why nuclear ribosomal DNA spacers (ITS) tell different 
stories in Quercus. Mol. Phylogenet. Evol. 19: 167-176. 
McDade L.A., 1990. Hybrids and phylogenetic systematics I. Patterns of character expression 
in hybrids and their implications for cladistic analysis. Evol. 44: 1685-1700. 
 McDade L.A., 1992. Hybrids and phylogenetic systematics II. The impact of hybrids on 
cladistic analysis. Evol. 46: 1329-1346. 
McDade L.A., Daniel T.F. et Kiel C.A., 2008. Toward a comprehensive understanding of 
phylogenetic relationships among lineages of Acanthaceae s. l. (Lamiales). Am. J. Bot. 
95: 1136–1152.  
Miller M.A., Pfeiffer W. et Schwartz T., 2010. The CIPRES science gateway: enabling 
high-impact science for phylogenetics researchers with limited resources. Proceedings 
of the 1st Conference of the Extreme Science and Engineering Discovery 
Environment: Bridging from the eXtreme to the campus and beyond. Article 39.  
Minder A. M. et Widmer A., 2008. A population genomic analysis of species boundaries: 
neutral processes, adaptative divergence and introgression between two hybridizing 
plant species. Mol. Ecol. 17: 1552-1563. 
Mort M.E. et Crawford D.J., 2004. The continuing search: low-copy nuclear sequences for 
lower-level plant molecular phylogenetic studies. Taxon 53: 257-261. 
Muellner A.N., Pennington T.D. et Chase M.W., 2009. Molecular phylogenetics of 
Neotropical Cedreleae (mahogany family, Meliaceae) based on nuclear and plastid 
DNA sequences reveal multiple origins of "Cedrela odorata". Mol. Phylogenet. Evol. 
52: 461-469. 
Müller K.F., Borsch T., Legendre L., Porembski S. et Barthlott W., 2006. Recent progress 
in understanding the evolution of carnivorous Lentibulariaceae (Lamiales). Plant Biol. 
8: 748-757. 
Müller-Wille S., 2007. Collection and collation: theory and practice of Linnaean botany. 
Studies Hist. Phil. Biol. Biomed. Sc. 38: 541-562. 
Murberck S., 1933. Monographie Der Gattung Verbascum. Acta Univ. Lund ser, Lund. Vol. 
29/2, pp. 1-630. 
 153 
 
Musters W., Boon K., Van der Sande C., Van Heerikhuizen H. et Planta R.J., 1990. 
Functional-Analysis of Transcribed Spacers of Yeast Ribosomal DNA. Embo J. 9: 
3989-3996. 
Nakhleh L., Warnow T., Linder C.R. et St John K., 2005. Reconstructing Reticulate 
evolution in species- theory and practice. J. Comput. Biol. 12: 796-811. 
Oh S.H. et Potter D., 2003. Phylogenetic utility of the second intron of LEAFY in Neillia 
and Stephanandra (Rosaceae) and implications for the origin of Stephanandra. Mol. 
Phylogenet. Evol. 29: 203-215. 
Olmstead R.G. et Sweere J.A., 1994. Combining Data in Phylogenetic Systematics - an 
Empirical-Approach Using 3 Molecular-Data Sets in the Solanaceae. Syst. Biol. 43: 
467-481. 
Olmstead R.G. et Reeves P.A., 1995. Evidence for the polyphyly of the Scrophulariaceae 
based on chloroplast Rbcl and ndhf sequences. Ann. Missouri Bot. Garden 82: 176-
193. 
Olmstead R.G., DePamphilis C.W., Wolfe A.D., Young N.D., Elisons W.J. et Reeves 
P.A., 2001. Desintegration of the Scrophulariaceae. Am. J. Bot. 88: 348-361. 
Olmstead R.G., Zjhra M.L., Lohmann L.G., Grose S.O. et Eckert A.J., 2009. A 
molecular phylogeny and classification of Bignoniaceae. Am. J. Bot. 96: 1731-1743. 
Oxelman B., Backlund M. et Bremer B., 1999. Relationships of the Buddlejaceae s.1. 
Investigated using Parsimony Jackknife and Branch Support Analysis of Chloroplast 
ndhF and rbcL Sequence Data. Syst. Bot. 24: 164-182. 
Oxelman B., Kornhall P., Olmstead R.C. et Bremer B., 2005. Further disintegration of 
Scrophulariaceae. Taxon, 54: 411-425. 
Ozhatay N. et Kultur Ş., 2006. Check-list of additional taxa to the Supplement Flora of 
Turkey III. Turk. J. Bot. 30:281-316. 
Ozhatay N., Kultur Ş. et Aslan S., 2009. Check-list of additional taxa to the supplement 
Flora of Turkey IV. Turk. J. Bot. 33: 204. 
Ozhatay N., Kultur Ş. et Gurdal MB., 2011. Check-list of additional taxa to the supplement 
Flora of Turkey V. Turk. J. Bot. 35: 589-624. 
Padgett D.J., Les D.H. et Crow G.E., 1999. Phylogenetic relationships in Nuphar 
(Nymphaeaceae): Evidence from morphology, chloroplast DNA, and nuclear 
ribosomal DNA. Am. J. Bot. 86: 1316-1324.  
Parolly G. et Tan K., 2007. Verbascum lindae (Scrophulariaceae), a new species from 
SW Anatolia, Turkey. Willdenowia 37. 
 154 
 
Parolly G. et Eren O., 2008. Verbascum haraldi-adnani (Scrophulariaceae), a new 
chasmophytic species from SW Anatolia, Turkey. Willdenowia 38. 
Pelser P.B., Abbott R.J., Comes H.P., Milton J.J., Möller M., Looseley M.E., Crong V., 
Barcelona J.F., Kennedy A.H., Watson L.E., Barone R., Hernandez F. et 
Kadereit J.W., 2012. The genetic ghost of an invasion past: colonization and 
extinction revealed by historical hybridization in Senecio. Mol. Ecol. 21: 369-387. 
Pennell F.W., 1935. The Scrophularaiaceae of eastern temperate North America. Academy 
of Natural Sciences of Philadelphia Monographs 1: 1-650. 
Perret M., Chautems A., Spichiger R., Kite G. et Savolainen V., 2003. Systematics and 
evolution of tribe Sinningieae (Gesneriaceae): Evidence from phylogenetic analyses of 
six plastid DNA regions and nuclear ncpGS. Am. J. Bot. 90: 445-460.  
Peterson A., Harpke D., Peruzzi L., Levichev I.G., Tison J.-M. et Peterson J., 2009. 
Hybridization drives speciation in Gagea (Liliaceae). Plant Syst. Evol. 278: 133-148. 
Pettengill J.B. et Neel M.C., 2010. An evaluation of candidate plant DNA barcodes and 
assignment methods in diagnosing 29 species in the genus Agalinis (Orobanchaceae). 
Am. J. Bot. 97: 1391–1406. 
Pfund J., 1840. In Berchtold & Pfund, Monographiae Generis Verbascum Prodromus. 
Pillon Y., Munzinger J., Amir H., Hopkins H.C.F. et Chase M.W., 2009. Reticulate 
evolution on a mosaic of soils: diversification of the New Caledonian endemic genus 
Codia (Cunoniaceae). Mol. Ecol. 18: 2263-2275.  
Plunkett G.M., Soltis D.E. et Soltis P.S., 1996. Evolutionary patterns in Apiaceae: 
Inferences based on matK sequence data. Syst. Bot. 21: 477-495. 
Posada D., 2008. jModelTest: phylogenetic model averaging. Mol. Bio. Evol. 25: 1253-1256. 
Potter D., Gao F.Y., Baggett S., McKenna J.R. et McGranahan G.H., 2002. Defining the 
sources of Paradox: DNA sequence markers for North American walnut (Juglans L.) 
species and hybrids. Sci. Hortic. 94: 157-170. 
Prather L.A., Ferguson C.J. et Jansen R.K., 2000. Polemoniaceae phylogeny and 
classification: Implications of sequence data from the chloroplast gene ndhF. Am. J. 
Bot. 87: 1300-1308. 
Quandt D., Müller K., Stech M., Frahm J.P., Frey W., Hilu K.W. et Borsch T., 2004. 
Molecular evolution of the chloroplast TRNL-F region in land plants. Mol. Syst. Bryo. 
98: 13-37. 
 155 
 
Rahmanzadeh R., Müller K., Fischer E., Bartels D. et Borsch T., 2004. The Linderniaceae 
and Gratiolaceae are further lineages distinct from the Scrophulariaceae (Lamiales). 
Plant Biol. 7: 67-78. 
Rieseberg L.H. et Wendel J., 1993. Introgression and its consequences in plants. Pp. 70-
1114, in Hybrid Zones and the Evolutionary Process (R. Harrison, ed.). Oxford 
University Press, New York. 
Rieseberg L.H., 1997. Hybrid origins of plant species. Ann. Rev. Ecol. Syst. 27: 359-389. 
Rieseberg L.H. et Carney S.E., 1998. Plant hybridization. New Phytologist 140: 599 – 624. 
Ritland C.E., Ritland K. et Straus N.A., 1993. Variation in the Ribosomal Internal 
Transcribed Spacers (Its1 and Its2) among eight Taxa of the Mimulus-Guttatus 
Species Complex. Mol. Biol. Evol. 10: 1273-1288. 
Roberts H.F., 1929. Plant hybridization before Mendel. Princeton University Press. 
Robyns W., 1931. L’organisation florale des solanacées zygomorphes. Mémoire – Académie 
royale de Belgique, collection in 8°, Classe des Sciences 11:1-96. 
Sang T., Crawford D.J., Stuessy T.F. et Silva O.M, 1995. Its Sequences and the Phylogeny 
of the Genus Robinsonia (Asteraceae). Syst. Bot. 20: 55-64. 
Sang T., Crawford D.J. et Stuessy, T.F., 1997. Chloroplast DNA phylogeny, reticulate 
evolution, and biogeography of Paeonia (Paeoniaceae). Am. J. Bot. 84: 1120-1136. 
Savolainen V., Chase M.W., Hoot S.B., Morton C.M., Soltis D.E., Bayer C., Fay M.F., de 
Bruijn A.Y., Sulllivan S. et Qiu Y.-L., 2000. Phylogenetics of flowering plants based 
on combined analysis of plastid atpB and rbcL sequences. Syst. Biol. 49: 306-362. 
Sass C., Little D.P., Stevenson D.W. et Specht C.D., 2007. DNA Barcoding in the 
Cycadales: Testing the Potential of Proposed Barcoding Markers for Species 
Identification of Cycads. Plos One 2.  
Scheunert A. et Heubl G., 2011. Phylogenetic relationships among New World Scrophularia 
L. (Scrophulariaceae): new insights inferred from DNA sequence data. Plant Syst. 
Evol. 291: 69-89. 
Scheunert A. et Heubl G., 2014. Diversification of Scrophularia (Scrophulariaceae) in the 
Western Mediterranean and Macaronesia-phylogenetic relationships, reticulate 
evolution and biogeographic patterns. Mol. Phylogenetics Evol. 70:296-313. 
Schrader H.A., 1813. Monographia generis verbasci, Gottingen, pp. 1-57. 
Scherson R.A., Vidal R. et Sanderson M.J., 2008. Phylogeny, biogeography, and rates of 
diversification of New World Astragalus (Leguminosae) with an emphasis on South 
American radiations. Am. J. Bot. 95: 1030-1039. 
 156 
 
Schwarzbach A.E. et Kadereit J.W., 1995. Rapid radiation of north American desert genera 
of the Papaveraceae: Evidence from restriction site mapping of PCR-amplified 
chloroplast DNA fragments. Plant Syst. Evol. Suppl. 9: 159-170. 
Schwarzbach A.E. et McDade L.A., 2002. Phylogenetic Relationships of the Mangrove 
Family Avicenniaceae Based on Chloroplast and Nuclear Ribosomal DNA Sequences. 
Syst. Bot. 27: 84-98. 
Seehausen O., 2004. Hybridization and adaptative radiation. Trends Ecol. Evol. 19:198-207. 
Sharifnia F. et Assadi M., 2007. Verbascum azerbaijanense (Scrophulariaceae), a New 
Species from Northwest Iran. Novon 17: 260-262. 
Shaw J., Lickey E.B., Beck J.T., Farmer S.B., Liu W., Miller J., Siripun K.C., Winder 
C.T., Schilling E.E. et Small R.L., 2005. The tortoise and the hare II: Relative utility 
of 21 noncoding chloroplast DNA sequences for phylogenetic analysis. Am. J. Bot. 92: 
142-166. 
Shaw J., Lickey E.B., Schilling E.E. et Small R.L., 2007. Comparison of whole chloroplast 
genome sequences to choose noncoding regions for phylogenetic studies in 
angiosperms: The tortoise and the hare III. Am. J. Bot. 94: 275-288. 
Small R.L., Ryburn J.A., Cronn R.C., Seelanan T. et Wendel J.F., 1998. The tortoise and 
the hare: Choosing between noncoding plastome and nuclear ADH sequences for 
phylogeny reconstruction in a recently diverged plant group. Am. J. Bot. 85: 1301-
1315. 
Smith S.D. et Baúm D.A., 2006. Phylogenetics of the florally diverse Andean clade 
Iochrominae (Solanaceae). Am. J. Bot. 93: 1140–1153. 
Smith S.A. et Donoghue M.J., 2008. Rates of molecular evolution are linked to life history 
in flowering plants. Science 322: 86-89. 
Soltis D.E., Mavrodiev E.V., Doyle J.J., Rauscher J. et Soltis P.S., 2008. ITS and ETS 
sequence data and phylogeny reconstruction in allopolyploids and hybrids. Syst. Bot. 
33: 7-20. 
Spangler R.E. et Olmstead R.G., 1999. Phylogenetic analysis of Bignoniaceae based on the 
cpDNA gene sequences rbcL and ndhF. Ann. Mo. Bot. Gard.86: 33-46. 
Stebbins G. L, Jr. et Togby H. A., 1944. The Cytogenetics of Hybrids in Bromus. I. Hybrids 
Within the Section Ceratochloa. Am. J. Bot. 31: 1-11. 
Stevens P.F., 2001 onwards. Angiosperm Phylogeny Website. Version 9, June 2008 [and 
more or less continuously updated since]. (Page last update: 12/23/2009 23:54:25) 
Strid A., 1986. Mountain Flora of Greece, Cambridge Univ. Press, Cambridge. 
 157 
 
Sun H., McLewin W. et Fay M.F., 2001. Molecular phylogeny of Helleborus 
(Ranunculaceae), with an emphasis on the East Asian-Mediterranean disjunction. 
Taxon 50: 1001-1018. 
Sutory K., 2004. New hybrids of Verbascum (Scrophulariaceae) from Turkey. Turk. J. Bot. 
28: 261-262. 
Sweeney P.W., 2008.Phylogeny and floral diversity in the genus Garcinia (Clusiaceae) and 
relatives. Int. J. Plant Sci. 169: 1288-1303. 
Swink F. et Wilhem G., 1994. Plants of the Chicago region. 4th ed. Indianapolis: Indiana 
Academy of Science. 
Swofford D.L., 2002. PAUP: Phylogenetic Analysis Using Parsimony. Version 4.0b10 for 
Macintosh. Sinauer Associates, Publishers, Sunderland, MA. 
Taberlet P., Gielly L., Pautou G. et Bouvet J., 1991. Universal Primers for Amplification of 
three Noncoding Regions of Chloroplast DNA. Plant Mol. Biol. 17: 1105-1109. 
Takhtajan A., 1997. Diversity and Classification of Flowering Plants.Columbia University 
Press, New York. 
Talve T., McGlaughlin M. E., Helenurm K., Wallace L. E.et Oja T., 2013. Population 
genetic diversity and species relationships in the genus Rhinanthus L. based on 
microsatellite markers. Plant Biol.16 : 495-502. 
Tank D.C., Beardsley P.M., Kelchner S.A. et Olmstead R.G., 2006. Review of the 
systematics of Scrophulariaceae s.l. and their current disposition. Australian Syst. Bot. 
19: 289-307. 
Tank D.C. et Olmstead R.G., 2009. The evolutionary origin of a second radiation of annual 
Castilleja (Orobanchaceae) species in South America: The role of long distance 
dispersal and allopolyploidy. Am. J. Bot. 96: 1907–1921 
Tate J.A. et Simpson B.B., 2003. Paraphyly of Tarasa (Malvaceae) and diverse origins of 
the polyploid species. Syst. Bot. 28: 723-737. 
Terry R.G., Brown G.K. et Olmstead R.G., 1997. Phylogenetic relationships in subfamily 
Tillandsioideae (Bromeliaceae) using ndhF sequences. Syst. Bot. 22: 333-345. 
Tesfaye K., Borsch T., Govers K. et Bekele E., 2007. Characterization of Coffea chloroplast 
microsatellites and evidence for the recent divergence of C. arabica and C. 
eugenioides chloroplast genomes. Genome 50: 1112-1129. 
Thieret J.W., 1967. Supraspecific classification in the Scrophulariaceae: a review. Sida 3: 
87-106. 
 158 
 
Thompson J.D., Lavergne S., Affre L., Gaudeul M. et Debussche M., 2005. Ecological 
differentiation of Mediterranean endemic plants. Taxon 54: 967-976. 
Thorne R.F., 1976. "A Phylogenetic Classification of the Angiospermae". Evol. Biol. 9: 35-
106.  
Timme R.E., Simpson B.B. et Linder C.R., 2007. High-resolution phylogeny for Helianthus 
(Asteraceae) using the 18S-26S ribosomal DNA external transcribed spacer. Am. J. 
Bot. 94: 1837-1852.  
Tu T., Dillon M.O., Sun H. et Wen J., 2008. Phylogeny of Nolana (Solanaceae) of the 
Atacama and Peruvian deserts inferred from sequences of four plastid markers and the 
nuclear LEAFY second intron. Mol. Phylogenet. Evol. 49: 561–573. 
Valente L.M., Savolainen V. et Vargas, P., 2010. Unparalleled rates of species 
diversification in Europe. Proc. R. Soc. Lond. B. Biol. Sci. 277: 1489-1496. 
Vallejo-Marín M. et Barrett S.C.H., 2009. Modification of flower architecture during early 
stages in the evolution of self-fertilization. Ann. Bot. 103: 951-962. 
Vallejo-Marín M., Da Silva E.M., Sargent R.D. et Barrett S.C.H., 2010. Trait correlates 
and functional significance of heteranthery in flowering plants. New Phyto. 188: 418-
425. 
Van Tieghem P., 1903. Structure de l’étamine des Scrofulariacées. Annales des sciences 
Naturelles Botanique VIII-17: 363-371. 
Vargas P., Carrio E., Guzman B., Amat E. et Güemes J., 2009. A geographical pattern of 
Antirrhinum (Scrophulariaceae) speciation since the Pliocene based on plastid and 
nuclear DNA polymorphisms. J. Biogeogr. 36: 1297–1312. 
Vural M. et Aydoğdu M., 1993. A new species from central Anatolia Verbascum gypsicola 
(Scrophulariaceae). The Karaca Arboretum Magazine 2: 75-78. 
Wagstaff S.J. et Olmstead R.G., 1997. Phylogeny of Labiatae and Verbenaceae inferred 
from rbcL sequences. Syst. Bot. 22: 165-179. 
Wagstaff S.J., Martinsson K. et Swenson U., 2000. Divergence estimates of Tetrachondra 
hamiltonii and T. patagonica (Tetrachondraceae) and their implications for austral 
biogeography. New Zealand J. Bot. 38: 587-596. 
Wagstaff S.J. et Breitwieser I., 2004. Phylogeny and classification of Brachyglottis 
(Senecioneae, Asteraceae): An example of a rapid species radiation in New Zealand. 
Syst. Bot. 29: 1003-1010. 
Walker-Larsen J. et Harder L.D., 2000. The evolution of staminodes in angiosperms: 
patterns of stamen reduction, loss, and functional re-invention. Am. J. Bot. 87: 1367-84. 
 159 
 
Wallander E. et Albert V.A., 2000. Phylogeny and classification of Oleaceae based on rps16 
and trnL-F sequence data. Am. J. Bot. 87: 1827-1841. 
Watson L.E., Sayed-Ahmed H. et Badr A., 2000. Molecular phylogeny of Old World 
Trifolium (Fabaceae), based on plastid and nuclear markers. Plant Syst. Evol.224: 153-
171. 
Wettstein R., 1891. Scrophulariaceae. Pp. 39-107 in Die natürlichen Planzenfamilien, vol. 
4(3b), eds. A. Engler and K. Prantl. Leipzig: Wilhelm Englemann. 
Wells H., 1980. A distant coefficient as a hybridization index: An example using Mimulus 
longiflorus and M. flemingii (Scrophulariaceae) from Santa Cruz Island, California. 
Taxon 29: 53-65. 
Wendel J.F. et Doyle J.J., 1998. Phylogenetic incongruence: window into genome history 
and molecular evolution. Pp. 265-296. 
White T.J., Bruns T., Lee S. et Taylor J.W., 1990. Amplification and direct sequencing of 
fungal ribosomal RNA genes for phylogenetics. Pp. 315-322 In: PCR Protocols: A 
Guide to Methods and Applications, eds. Innis, M. A., D. H. Gelfand, J. J. Sninsky, 
and T. J. White. Academic Press, Inc., New York. 
Whitlock B.A., Hale A.M. et Groff P.A., 2010. Intraspecific Inversions Pose a Challenge for 
the trnH-psbA Plant DNA Barcode. Plos One 5: e11533. 
Whittall J., Liston A., Gisler S., Meinke R.J., 2000. Detecting nucleotide additivity from 
direct sequences is a SNAP: an example from Sidalcea (Malvaceae). Plant Biol. 2: 
211-217. 
Wilson Y. et Hudson A., 2011. The evolutionary history of Antirrhinum suggests that 
ancestral phenotype combinations survived repeated hybridizations. The Plant J. 66: 
1032-1043. 
Winkworth R.C. et Donoghue M.J., 2004. Viburnum phylogeny: evidence from the 
duplicated nuclear gene GBSSI. Mol. Phylogenet. Evol. 33: 109-126. 
Wolfe A. D., Randle C. P., Datwyler S. L., Morawetz J. J., Arguedas N. et Diaz J., 2006. 
Phylogeny, taxonomic affinities, and biogeography of Penstemon (Plantaginaceae) 
based on ITS and cpDNA sequence data. Am. J. Bot. 93: 1699-1713.  
Wolfe A.D., Xiang Q.-Y. et Kephart S.R., 1998. Diploid hybrid speciation in Penstemon 
(Scrophulariaceae). Proc. Natl. Acad. Sci. USA 95: 5112-5115. 
Wolfe A.D., Randle C.P., Datwyler S.L., Morawetz J.J., Arguedas N. et Diaz J., 2006. 
Phylogeny, taxonomic affinities and biogeography of Penstemon (Plantaginaceae) 
based on ITS and cpDNA sequence data. Am. J. Bot 93: 1699-1713. 
 160 
 
Wortley A.H., Harris D.J. et Scotland R.W., 2007. On the taxonomy and phylogenetic 
position of Thomandersia. Syst. Bot. 32: 415-444. 
Wright S.D., Yong C.G., Wichman S.R., Dawson J.W. et Gardner R.C., 2001. Stepping 
stones to Hawaii: a trans-equatorial dispersal pathway for Metrosideros (Myrtaceae) 
inferred from nrDNA (ITS plus ETS). J. Biogeogr.28: 769-774. 
Xia Z., Wang Y.-Z. et Smith J.F., 2009. Familial placement and relations of Rehmannia and 
Triaenophora (Scrophulariaceae s.l.) inferred from five genre regions. Am. J. Bot. 96: 
519–530. 
Xu D.H., Abe J., Sakai M., Kanazawa A. et Shimamoto Y., 2000. Sequence variation of 
non-coding regions of chloroplast DNA of soybean and related wild species and its 
implications for the evolution of different chloroplast haplotypes. Theo. Appl. Genet. 
101: 724–732. 
Yang Y.W., Tai P.Y., Chen Y. et Li W.H., 2002. A study of the phylogeny of Brassica 
rapa, B. nigra, Raphanus sativus, and their related genera using noncoding regions of 
chloroplast DNA. Mol. Phylogenet. Evol. 23: 268-275. 
Yang J.-B., Yang H.-Q., Li D.-Z., Wong K.-M. et Yang Y.-M., 2010. Phylogeny of 
Bambusa and its allies (Poaceae: Bambusoideae) inferred from nuclear GBSSI gene 
and plastid psbA-trnH, rpl32-trnL and rps16 intron DNA sequences. Taxon 59 : 1102-
1110.  
Yilmaz G. et Dane F., 2008. Verbascum samniticum Ten. (Scrophulariaceae): A new record 
for the flora of Turkey. Turk. J. Bot.. 32(5): 411-414. 
Yoshino N., Wang G.-X., Uchino A., Tominaga T., 2011. Hybridizations and genetic 
relationships among Lindernia species (Scrophulariaceae): L. procumbens and two 
subspecies of L. dubia. Aquatic Bot. 94: 165–171. 
Young N.D., Steiner K.E. et de Pamphilis C.W., 1999. The evolution of parasitism in 
Scrophulariaceae/ Orobanchaceae: Plastid gene sequences refute an evolutionary 
transition series. Ann. Missouri Bot. Gard. 86: 876-893.  
Zhang W., Wendel J.F. et Clark L.G., 1997. Bamboozled again! Inadvertent isolation of 
fungal rDNA sequences from bamboos (Poaceae: Bambusoideae). Mol. Phylogenet. 
Evol.8: 205-217. 
 
	
	
	
161 
Annexe 1 :  
Clé de détermination des Verbascum L. françaises 
1 - Fleurs violettes  V. phoeniceum 
1’- Fleurs jaunes  2 
2 - Feuilles glabres dessous 3 
2’ - Feuilles tomenteuses dessous 4 
3 - Pédicelles plus longs que les bractées, le calice et la capsule 
fleurs solitaires ou par 2-5 Stigmate en tête plus large 
que haut V. blattaria 
3’ - Pédicelles plus courts que la bractée le calice et 
la capsule fleurs toujours solitaires. Stigmate arrondi un  
peu décurrent de chaque coté du style, aussi long que large V. virgatum 
4  - Filets des étamines munies de poils laineux violets purpurins 5 
4’ - Filets des étamines munies de poils blanc jaunâtre 7 
5  - Fleurs petites 1,5-2,0 cm 6 
5’ - Fleurs larges de 3,5-5 cm subsessiles. Tige arrondie Poils  
floconeux caducs V. boerhavi 
6* - Feuilles inférieures cordées vert foncé. Pédicelles environ 
2 fois plus long que le calice. Inflorescence simple ou 
à rameaux courts // à l’axe. V. nigrum 
6** - Feuilles inférieures vert foncé en coin ou arrondies à la base. 
Pédicelles à peine plus long que le calice. Inflorescence 
à rameaux écartés de l’axe V. chaixii 
6*** - Feuilles inférieures ondulées gris vert pubescentes, les 
caulinaires décurrentes. Pédicelles plus courts que le calice V. sinuatum 
7  - Anthères toutes égales réniformes 8 
7’ - Anthères inégales  9 
8  - Tige cylindrique à duvet floconeux caduc. Corolle 20-25 mm 
Feuilles caulinaires non décurrentes, sessiles V. pulverulentum 
8’ - Tige anguleuse à pilosité persistante. Corolle 15-20 mm 
Feuilles caulinaires non décurrentes, sessiles V. lychnitis 
9  - Fleurs larges de 3,5-5 cm stigmate en massue, décurrent 10 
9’ - Fleurs larges de 1-3 cm stigmate réniforme, non décurrent V. thapsus s.l. 
- Feuilles basales subsessiles. F. caulescenctes décurrentes  
d’un nœud à l’autre V. thapsus subsp. thapsus 
- Feuilles basales pétiolées. F. caulescenctes peu décurrentes V. thapsus subsp. 
crassifolium 
10  - Feuilles basales subsessiles. F. caulescenctes décurrentes V. densiflorum 
10’ - Feuilles basales longuement atténuées en pétiole.  
F. caulescenctes peu décurrentes V. phlomoides 
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Annexe	2	:	Matrice des caractères morphologiques	
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V.maeandri	TKKA8	 0	 2	 0	 2	 1	 1	 1	 0	 1	 1	 ?	 1	 0	 2	 1	 1	 1	 1	 1	 0	 1	 0	 ?	 1	 2	 3	
V.arcturus	GR1914	 1	 0	 1	 1	 1	 0	 1	 2	 0	 0	 6	 0	 0	 0	 0	 5	 0	 0	 1	 2	 0	 2	 ?	 ?	 ?	 4	
V.blattaria	FRON3	 0	 0	 1	 0	 3	 0	 1	 0	 0	 0	 0	 0	 0	 2	 0	 4	 0	 1	 1	 2	 0	 2	 1	 0	 1	 1	
V.boerhavi	FRON57	 1	 2	 1	 2	 3	 1	 0	 4	 1	 0	 0	 1	 0	 1	 1	 0	 2	 1	 1	 2	 1	 0	 1	 0	 1	 0	
V.bombyciferum	TK1865	 0	 0	 1	 6	 0	 1	 0	 2	 1	 1	 0	 1	 0	 1	 0	 1	 2	 1	 1	 0	 0	 0	 0	 1	 0	 3	
V.cariense	TK1864	 0	 0	 1	 4	 0	 1	 0	 0	 0	 0	 3	 1	 0	 0	 1	 2	 1	 1	 0	 0	 0	 1	 0	 0	 1	 3	
V.chaixii	FR1837	 1	 1	 1	 6	 4	 1	 0	 0	 1	 0	 2	 1	 0	 1	 1	 0	 1	 1	 0	 1	 1	 3	 1	 1	 2	 4	
V.cheirantifolium	TK1879	 0	 0	 1	 0	 0	 1	 0	 3	 1	 0	 3	 1	 0	 1	 0	 0	 1	 1	 0	 0	 0	 4	 0	 1	 0	 2	
V.chrysochaete	TK1812	 0	 0	 0	 0	 0	 1	 0	 2	 1	 0	 2	 1	 0	 1	 0	 0	 1	 1	 0	 0	 0	 1	 0	 1	 2	 3	
V.dumulosum	TKDUM	 0	 0	 1	 3	 1	 1	 1	 4	 0	 0	 5	 0	 0	 2	 0	 0	 0	 1	 0	 2	 ?	 2	 ?	 ?	 ?	 3	
V.epixanthinum	GR1869	 0	 0	 1	 0	 1	 1	 1	 4	 1	 0	 0	 1	 0	 1	 1	 0	 1	 1	 1	 2	 1	 0	 0	 0	 0	 4	
V.glomeratum	TK1821	 0	 0	 1	 6	 0	 1	 0	 1	 1	 0	 6	 1	 0	 1	 0	 0	 2	 1	 0	 0	 0	 0	 0	 1	 1	 2	
V.levanticum	TK1828	 2	 0	 1	 1	 3	 0	 1	 3	 0	 0	 0	 0	 0	 2	 0	 4	 0	 0	 1	 2	 1	 0	 1	 0	 1	 2	
V.lychnitis	FR1841	 2	 1	 1	 0	 2	 1	 0	 4	 1	 0	 2	 1	 0	 1	 0	 1	 0	 1	 0	 0	 1	 0	 0	 1	 1	 1	
V.lydium	TK1888	 0	 0	 1	 6	 3	 1	 1	 0	 1	 1	 6	 1	 0	 2	 1	 1	 2	 1	 0	 1	 0	 3	 0	 0	 2	 3	
V.macrurum	GR1936	 0	 2	 0	 6	 1	 1	 0	 3	 1	 1	 0	 1	 0	 1	 0	 5	 2	 1	 1	 0	 0	 0	 0	 1	 1	 2	
V.mallophorum	GR1924	 0	 0	 1	 6	 0	 1	 0	 4	 1	 0	 3	 1	 0	 1	 1	 0	 1	 1	 0	 2	 0	 4	 0	 0	 2	 4	
V.mucronatum	TK1875	 0	 1	 0	 2	 1	 1	 0	 2	 1	 0	 3	 1	 0	 1	 1	 1	 2	 1	 0	 0	 0	 2	 0	 1	 2	 2	
V.nevadense	SP1459	 1	 1	 1	 2	 0	 1	 0	 0	 1	 0	 0	 1	 0	 0	 1	 0	 1	 1	 1	 1	 0	 5	 ?	 0	 0	 4	
V.nigrum	FR1853	 1	 1	 1	 5	 1	 1	 0	 4	 1	 0	 0	 1	 0	 1	 1	 0	 0	 1	 0	 1	 1	 3	 1	 0	 2	 4	
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V.olympicum	TK1867	 0	 1	 1	 0	 0	 1	 0	 0	 1	 1	 2	 1	 0	 1	 0	 0	 0	 1	 0	 0	 0	 1	 0	 0	 1	 3	
V.parviflorum	TK1878	 0	 0	 0	 8	 3	 1	 0	 2	 0	 0	 3	 1	 0	 0	 1	 2	 0	 1	 0	 0	 0	 0	 0	 1	 1	 3	
V.phoeniceum	TK1845	 2	 0	 1	 0	 1	 0	 1	 0	 0	 0	 0	 0	 1	 0	 0	 4	 0	 1	 0	 1	 1	 0	 1	 1	 0	 2	
V.phlomoides	FRON22	 0	 0	 1	 6	 1	 1	 0	 5	 1	 1	 0	 1	 0	 1	 1	 3	 2	 1	 1	 0	 0	 3	 2	 1	 1	 2	
V.pterocladum	TK1881	 0	 0	 0	 2	 2	 1	 0	 2	 1	 0	 1	 1	 0	 1	 1	 1	 1	 1	 0	 0	 0	 1	 0	 1	 0	 3	
V.pulverulentum	FR1843	 0	 0	 1	 6	 2	 1	 0	 4	 1	 0	 3	 1	 0	 1	 1	 1	 0	 1	 0	 0	 0	 3	 2	 1	 1	 2	
V.pychnostachium	TK1826	 0	 0	 0	 2	 0	 1	 0	 2	 1	 1	 0	 1	 0	 1	 1	 3	 2	 1	 0	 0	 0	 0	 0	 1	 0	 3	
V.lasianthum	TK1882	 0	 0	 0	 6	 2	 1	 0	 1	 1	 0	 6	 1	 0	 1	 0	 1	 1	 1	 0	 0	 0	 0	 0	 1	 2	 2	
V.sinuatum	GR1922	 0	 0	 0	 6	 4	 1	 1	 3	 1	 0	 6	 1	 0	 1	 1	 5	 1	 1	 0	 2	 0	 2	 1	 0	 1	 1	
V.speciosum	GR1931	 0	 1	 1	 0	 0	 1	 0	 2	 1	 1	 2	 1	 0	 1	 0	 0	 0	 1	 0	 0	 0	 1	 0	 1	 2	 2	
V.spinosum	SWRG5	 1	 0	 1	 6	 0	 1	 0	 2	 0	 0	 0	 0	 0	 1	 1	 4	 0	 1	 0	 0	 1	 0	 0	 1	 0	 4	
V.thapsus	FRON10	 2	 0	 0	 2	 2	 1	 0	 2	 1	 1	 0	 1	 0	 1	 1	 1	 2	 1	 1	 0	 1	 0	 2	 1	 1	 2	
V.undulatum	GR1921	 2	 0	 1	 6	 0	 1	 0	 5	 1	 0	 6	 1	 0	 1	 1	 1	 2	 1	 0	 0	 1	 3	 0	 1	 0	 4	
V.virgatum	FRON55	 0	 0	 1	 2	 1	 0	 1	 5	 1	 0	 0	 0	 0	 2	 1	 1	 2	 1	 1	 1	 1	 2	 2	 0	 0	 4	
Digitalis	purpurea	1857	 2	 1	 1	 2	 2	 0	 1	 0	 0	 0	 0	 0	 1	 0	 ?	 5	 2	 0	 0	 3	 0	 0	 3	 0	 1	 4	
Leucophyllum	frutescens	ON48	 1	 0	 1	 2	 0	 1	 1	 2	 0	 0	 0	 0	 1	 1	 ?	 4	 2	 0	 0	 3	 0	 0	 3	 0	 2	 5	
Keckiella	cordifolia	ON47	 1	 0	 1	 2	 3	 0	 1	 2	 0	 0	 ?	 2	 2	 2	 ?	 5	 2	 0	 0	 3	 0	 0	 2	 0	 2	 5	
Scrophularia	canina	ON40	 1	 2	 1	 7	 4	 0	 1	 0	 1	 0	 2	 2	 3	 0	 ?	 6	 1	 0	 0	 0	 1	 2	 3	 0	 1	 2	
Scrophularia	nodosa	ON49	 1	 1	 1	 2	 3	 2	 0	 0	 1	 0	 6	 2	 3	 0	 ?	 5	 0	 0	 0	 3	 1	 0	 3	 0	 1	 2	
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Annexe 3a:	 Phylogramme	 obtenu par analyse en inférence bayésienne de la matrice 
morphologique, les valeurs des probabilités postérieures sont indiquées au dessus des branches. 
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Annexe 3b: Arbre de consensus strict obtenu par analyse en parcimonie de la matrice 
morphologique, les valeurs des bootstrap sont indiquées au dessus des branches (CI=0.2917 ; 
HI=0.7083 ; RI= 0.7859; RC=0.2292). 
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Annexe 4a: Evolution du nombre d’étamines fertiles (gauche, blanc : 4 étamines fertiles ; noir : 5 
étamines fertiles) et de l’hétéranthérie (droite, blanc : étamines toutes réniformes ; noir : les 2 
étamines inférieures décurrentes) chez Verbascum L., retracée sur l’arbre bayésien obtenu par 
analyses de la région ITS.  
 
Annexe 4b: Evolution du nombre de fleurs par bractée (gauche, blanc: 1 à 3 ; noir: glomérules 
sessiles ; gris: glomérules pédonculés) et de la présence de bractéoles (droite, blanc: absentes ; noir: 
présentes) chez Verbascum L., retracée sur l’arbre bayésien obtenu par analyses de la région ITS.
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Annexe 5: Comparaison des arbres de consensus strict obtenus en analyse de parcimonie (matrice 
contenant 91 taxa) à l’aide des données chloroplastiques (gauche) et des données nucléaire (droite).  
Les valeurs de bootstrap sont indiquées au dessus des branches. Les différents cas d’incongruence 
recontrés sont représentés par des lignes en pointillés rouges pour le positionement de V. arcturus, 
en pointillés bleus pour V. specisoum, par un encadré vert pour le complexe V. nudatum/V. 
napifolium, et un encadré noir pointillé pour V.mucronatum. Les hybrides récents sont en gras et 
l’incongruence de leur placement est représentée par les flèches pointillées. Les taxons soulignés 
sont ceux ayant été ajoutés pour le deuxième article. 
